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Die Trennung von biologischen Fettstoffen 
aus ihren natiirlichen Gemischen durch Anwendung 
von Adsorptionssiiulen. 

Ill. Mitteilung: 

Abtrennung der phosphor- und stickstofffreien Lipoidfraktionen. 
Von 
Wolfgang Trappe. 

(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1940.) 


Im AnschluB an die II. Mitteilung!, in welcher Bedingungen 
angegeben werden, unter denen es gelingt, durch Anwendung von 
Adsorptionssiulen aus Fasertonerde standardisiert nach Brockmann 
(Merck) und Kieselsiure (Schering) phosphor- und stickstofffreie Lipoid- 
fraktionen aus natiirlichen und kiinstlichen Lipoidgemischen zu isolieren, 
sollen in dieser Arbeit noch einige Ergdnzungen gegeben und unsere 
Erfahrungen iiber die Anwendbarkeit der ,,Erden** zur Chromato- 
graphie der Lipoide mitgeteilt werden. Ferner soll die Anwendbarkeit 
der chromatographischen Adsorptionsmethode fiir die Fraktionierung 
von Lipoidextrakten nach der Verseifung gezeigt werden. 


Al, 0, standardisiert nach Brockmann (Merck). 


Ein Nachteil bei der Gewinnung der Kohlenwasserstoff- und 
Cholesterinesterfraktion mit Hilfe von Adsorptionsséulen aus Al,Os 
st. n. Br. ist der Umstand, daf die Saulen im Verhaltnis zur Fettmenge 
ziemlich gro} sein miissen (Gewichtsverhaltnis etwa 1 : 75). Die Adsorp- 
tionskraft der standardisierten Fasertonerde léBt sich durch langeres 
Erhitzen auf etwa 125° bis zu einem konstanten Optimum steigern. 
Bei Verwendung von auf diese Weise ,.aktiviertem‘ Al,O, n. Br. 
kommt man mit kleineren Siulen aus. Es ist jedoch ratsam, solche 
Saulen nur dann zu benutzen, wenn lediglich die Isolierung derjenigen 
Lipoide beabsichtigt ist, die in die ,,Kohlenwasserstofffraktion® gehen, 
da die Elution der Cholesterinester mit CCl, dann zu langsam erfolgt. 


Bei der Chromatographie von cholesterinesterreichen Lipoidextrakten 
(Serum- und Nebennierenextrakten) mu das Gewichtsverhaltnis 


von Fettstoffen zu Adsorbens etwa 1 : 50 sein, wihrend man bei chole- 


1 Trappe, diese Zeitschr. 306, 316, 1940. 


Biochemische Zeitschrift Band 307. 
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sterinesterarmen Extrakten (Organextrakten) mit noch kleineren 
Saiulen auskommt. 

Bei Versuchen mit solchen aktiven Adsorptionssiulen hat es sich 
gezeigt, da der Anteil der Kohlenwasserstofffraktion, welcher eine 
positive Liebermannsche Reaktion gibt (siehe II. Mitteilung), etwas 
langsamer wandert als der Hauptanteil dieser Fraktion, so daB eine 
gewisse Abtrennung desselben von diesem dadurch médglich ist. Es 
handelt sich jedoch bei den bisher untersuchten Lipoidextrakten nur 
um sehr geringe Mengen, welche diese Fraktionen ausmachen. Etwas 
gréBere Mengen bekamen wir aus manchen Leberlipoidextrakten. 

Ein Versuch mit Serumlipoiden soll das Gesagte demonstrieren. 


; 1. Versuch, 

308,9 mg Lipoide aus menschlichem Serum, gelést in 5,0 cem Petrol- 
aither (Sdp. 50—70°); Séule aus 18,0 g aktiviertem Al,O, nach Brockmann: 
Durchmesser 25mm, Héhe 39mm, Inhalt 19,0 cem; Vorlage jeweils nach 
dem Durchsaugen von 25 cem Petrolather gewechselt. 


Den Verlauf der Chromatographie zeigt die Tabelle I. 


Tabelle I. Chromatographie von 308,9mg Serumlipoiden; 
Saule aus akt. Al,O, n. Br. 





Petroliither | Riickstand a Petroliither | Riickstand “a 
25 sehr wenig -- 25 (100) leer (+) 

25 (50) leer (+) 26 (125) 99 - 

25 (75) Spur ao 25 (150) a 


Eine technische Schwierigkeit bei der Chromatographie unter An- 
wendung von Petrolather ist die Gefahr des Rissigwerdens insbesondere der 
Al,O,-Saulen durch Luftaustritt, wodurch eine exakte Fraktionierung 
unmdglich wird, eine Neigung, die bei der Anwendung anderer Elutions- 
mittel mit Ausnahme von Athylather nicht besteht. Man kann diesem 
Umstand nur dadurch begegnen, dai man die Saule oben durch eine 
Schicht eines Materials abschlieBt, welches einerseits sich geniigend fest- 
stampfen la8t und so den Luftaustritt verhindert, andererseits aber dem 
Durchsaugen des Elutionsmittels nicht zuviel Widerstand entgegensetzt. 
Kieselgur, welches fiir diesen Zweck in der vorangehenden Mitteilung an- 
gegeben wurde, entspricht diesen Anforderungen fiir Petrolather nicht 
vollstandig. Nach langem Suchen haben wir in gefialltem Bariumsulfat ein 
fiir diesen Zweck brauchbares Material gefunden. Die Schicht muf je 
doch ziemlich diinn sein und gut festgestampft werden. Am besten ist es, 
wenn dem BaSO, Kieselgur beigemischt wird, um so die abschlieBende 
Schicht etwas lockerer zu machen. Die sorgfaltige Herstellung der Siule 
ist unbedingt notwendig, um ein gleichmaéBiges Abwartswandern det 
Zonen zu erreichen. Es ist ratsam, zur Chromatographie einen nicht zu 
niedrig siedenden Petrolither zu verwenden (Sdp. etwa 50—80°), da sonst 
die Gefahr des Trockensaugens der Siule besteht. Werden in eine solche 
Saule phosphatidreiche Lipoidextrakte eingesaugt, so verstopfen die in 
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Petrolather nur kolloidal gelésten Phosphatide leicht die Poren der 
BaSO,-Schicht. In solchen Fallen ist es notwendig, die Phosphatide 
durch Adsorption vorher zu entfernen (siehe weiter unten). 

Eine weitere bisher nicht genannte Anwendungsmdglichkeit des 
Al,Ogst.n. Br. zur Fraktionierung der Lipoide ergibt sich aus der 
starken Adsorbilitait der Phosphatide und der freven Fettsdéuren aus Chloro- 
form an dieses, wihrend die iibrigen Lipoidfraktionen gar nicht oder 
nur sehr schwach adsorbiert werden, wie aus der Tabelle II der I. Mit- 
teilung sowie der Tabelle III dieser Mitteilung hervorgeht. Aus einem 
in Chloroform gelésten Gesamtlipoidextrakt werden also die beiden 
genannten Fraktionen auf einer Saule aus Al,O,st.n. Br. zuriick- 
gehalten. Eine Wiedergewinnung der Fettséuren ist jedoch nicht 
modglich, da diese, wie bereits gesagt, eine Veranderung erleiden. Eine 
Verseifung der Triglyceride findet bei der Anwendung von Chloroform 
im Gegensatz zu Tetrachlorkohlenstoff auf Al,O,-Siulen nicht statt, 
da diese aus Chloroform gar nicht adsorbiert werden. Dabei kommt 
man mit extrem kleinen Saulen aus. Das erforderliche Gewichts- 
verhaltnis der Fettmenge zu Al,O,gst.n. Br. ist natiirlich abhangig 
von der GréBe des Phosphatid- und Fettsiureanteils und muB etwa 
1:15 betragen. Wie aus der II. Mitteilung hervorgeht, lassen sich 
diejenigen Lipoide, die aus Chloroform an Al,O, nicht adsorbiert 
wurden, nunmehr aus einer Kieselséuresdule vollstandig fraktionieren. 


2. Versuch. 

530,2 mg eines kiinstlichen Lipoidgemisches: 33,6 mg Paraffin, 23,0 mg 
Ceten, 83,0 mg 6lsaures Cholesterin, 37,7 mg stearinsaures Cholesterin, 
87,4 mg Triolein, 38,3 mg Tripalmitin, 28,2 mg Tristearin, 48,4 mg Chole- 
sterin: zusammen 379,7 mg; ferner 81,1 mg Olsdure, 39,8 mg Palmitinsaure, 
29,6 mg Stearinsdure: zusammen 150,5 mg Fettsauren, gelést in Chloroform; 
Saule aus 5,0 g Al,O, st. n. Br.: Durchmesser 20 mm, Héhe 15 mm, Inhalt 
4,7cem; Vorlage jeweils nach dem Durchsaugen von 25 cem Chloroform 
gewechselt. 


In der ersten Fraktion finden sich 381,0 mg, also 100,3° des 
Lipoidgemisches nach Abzug der Fettsiuren; beim weiteren Durch- 
saugen von insgesamt 100 ccm Chloroform wird nichts mehr eluiert. 
100,0 mg des zur Chromatographie verwendeten Lipoidgemisches mit 
15,3 mg Olsiure, 7,5 mg Palmitinsiure, 5,6 mg Stearinsiure in Alkohol 
gelést, verbrauchen 2.57 eem n/25 KOH, was dem theoretischen Wert 
entspricht, wahrend der eluierte Anteil keine Lauge verbraucht. Der 
Versuch zeigt, daB die Fettsiuren quantitativ entfernt werden. 


3. Versuch. 
1,1259 g Leberlipoide in Chloroform gelést; Saule aus 10,0g Al,O, 
st. n. Br.: Durchmesser 25mm, Héhe 21 mm, Inhalt 10,3 cem; Vorlage 
jeweils nach dem Durchsaugen von 30 cem Chloroform gewechselt. 


7 * 
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In dem ersten Kolben findet sich nach dem Vertreiben des Lésungs 
mittels ein Riickstand von 838,4 mg, also 74.4% der eingesaugten 
Extraktmenge, wahrend die folgenden Kolben keinen Riickstand 
zeigen. 100,0mg der Leberlipoide verbrauchen 1,34 cem n/25 KOH 
und enthalten 0,69 mg Lipoidphosphor, entsprechend 17,8 mg Phospha 
tiden bei Annahme eines mittleren P-Gehalts der Phosphatide von 
3,8°. Der von der Al,Og-Saule nicht adsorbierte Anteil ist saéure- und 
phosphorfrei. 

Erden. 


Viel Miithe haben wir uns gegeben, um die ,,Erden‘** zur Chromato 
graphie der Lipoide zu verwenden. Es wurden Versuche mit Fran 
konit KL und Frankonit 8 (Pfirschinger Mineralwerke, Kitzingen a. M.), 
Floridin XXF und Floridin XS (H. Bensmann, Bremen), Bleicherde 
(Merck, Darmstadt), Kaolin (Schering, Berlin), Bolus alba (Erba 
Mailand) angestellt. Hierbei wurde, wie schon bei der Besprechung der 
Kieselsiure (II. Mitteilung) erwahnt, die iiberraschende Feststellung 
gemacht, da Cholesterin und Cholesterinester bei der Adsorption aus 
gewissen Lésungsmitteln an verschiedene Erden bei Zimmertemperatut 
eine katalytische Verdnderung erfahren. Es entsteht dabei ein farbloses 
bei Zimmertemperatur zih-dliges Produkt, welches eine modifizierte 
Farbreaktion mit Essigsiure-ZnCl, und Acetylchlorid nach 7'schugae {/). 
indem an Stelle der roten Farbe des Cholesterins eine goldgelbe entsteht, 
und eine intensive Liebermannsche Reaktion gibt. Aus dem Ausfall 
der Farbreaktionen ist zu schlieBen, daB es sich bei dem entstehenden 
Umwandlungsprodukt um ein Steroid handelt. Mit Digitonin erhalt 
man keine Fallung. Herr Prof, Butenandt war so freundlich, das Steroid 
zu untersuchen*, Soweit bisher festgestellt werden konnte, handelt es 
sich um Kohlenwasserstoffe, und zwar wahrscheinlich in der Hauptsache 
um ein Gemisch von isomeren Cholestadienen. Ferner entstehen bei det 
Umwandlung Zwischenprodukte. Die Katalyse laBt sich so leiten, dati 
in der Hauptsache die Zwischenprodukte gewonnen werden. Die Natu 
derselben ist bisher noch nicht geklart worden. Sie lassen sich aus einer 
Chloroformlésung mit Aceton leicht ausfillen. 

Nicht alle Erden eignen sich zur katalytischen Umwandlung des 
Cholesterins. Ein naheres Studium der Reaktion zeigte, da nur bei 
Adsorption an saure Erden dieselbe eintritt. Am besten eignete sich 
von den untersuchten Erden das Frankonit KL von den Pfirschinger 
Mineralwerken, welches als ,,aktivierte‘‘ Erde von der Herstellerin mit 
HCl vorbehandelt wird. Eine noch energischere katalytische Um 


Tschugaeff, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 4631, 1909. 
Auch an dieser Stelle sei Herrn Prof. Dr. Butenandt fiir sein ent 
gegenkommendes Interesse vielmals gedankt. 


* 
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setzung findet statt, wenn Cholesterin aus HCl-gesdttigten oder auch 
SOo-haltigen Lésungsmitteln, vor allem Benzol (Toluol, Trichlorathylen, 
Tetrachlorkohlenstoff), an durch ldngeres Erhitzen auf etwa 120° akti- 
vierte Erden adsorbiert wird. Fine Umsetzung des Cholesterins be- 
kommt man, wie bereits erwihnt, ebenfalls bei Adsorption aus HCIl- 
haltigen Lésungsmitteln an aktivierte Kieselsiure. Die Reaktion ist 
durch gleichzeitiges Entstehen von geringen Mengen fest adsorbierter, 
vefarbter Produkte an einer intensiven Verfarbung des Adsorbates zu 
erkennen. Da Cholesterin unter den genannten Bedingungen sehr stark, 
die entstehenden Kohlenwasserstoffe jedoch nur sehr schwach oder 
gar nicht adsorbiert werden, flieBt aus einer Saule aus aktiviertem 
Frankonit KL, wenn Cholesterin in Benzol eingesaugt worden ist, bei 
weiterem Durchsaugen von Benzol eine cholesterinfreie Lésung des 
katalytischen Umwandlungsproduktes ab. Die Umsetzung des Chole- 
sterins ist unter geeigneten Bedingungen quantitativ. 

Wie wir nachtraglich gefunden haben, sind ahnliche Beobachtungen 
schon von amerikanischen Autoren! gemacht worden. Diese erhielten 
beim Kochen von Cholesterin in Benzol, Toluol, Xylol usw. mit ver- 
schiedenen Erden am RiickfluBkiihler verschiedene Abkémmlinge des- 
selben. Es sollen hierbei Dicholesterylither als Zwischenprodukte und 
aus diesen Cholesterylen, ferner antirachitisch wirksame Substanzen 
(Monosulfonsaure des Cholesterylens) entstehen. 

Behandelt man die Erden mit Ammoniak vor, so findet eine kata- 
lytische Reaktion bei der Adsorption von Cholesterin und Cholesterin- 
estern aus siurefreien Lésungsmitteln nicht mehr statt. AuBerdem ist 
noch die Vorbehandlung der Erden, wenn sie zur chromatographischen 
Adsorptionsmethode verwandt werden sollen, notwendig, weil sie mehr 
oder weniger betrachtliche, in organischen Lésungsmitteln léslche 
Anteile besitzen, welche die gewonnenen Fraktionen verunreinigen. Bei 
der Vorbehandlung der Erden sind wir folgendermafen vorgegangen: 
das Pulver wird mit verdiinnter HCI aufgeschwemmt und im siedenden 
Wasserbad erhitzt, dann auf der Zentrifuge einige Male mit H,O, dann 
mit Aceton so lange, bis das Aceton fast farblos bleibt, ausgewaschen, 
sodann mit verdiinntem N Hs erhitzt und wieder einige Male mit H,O 
ausgewaschen. Nach dem energischen Trocknen bei etwa 120° erhalt 
man ein sehr aktives Adsorbens. 

Auf diese Weise vorbehandeltes Frankonit KL eignet sich zur 
Gewinnung einiger Fraktionen aus Lipoidextrakten, wobei im Gegen- 


' Bills, J. of biol. chem. 67, 753, 1926; Bills u. Me Donald, ebenda 68, 
821, 1926; 72, 1, 1927: Yoder, Science 80, 385, 1934: J. of biol. chem. 116, 
71, 1986; Eck, Thomas u. Yoder, ebenda 117, 655, 1937: Eck u. Thomas, 
ebenda 119, 621, 1937; 119, 631, 1937. 
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satz zu den bisher besprochenen Adsorbenten wegen dessen gréBere: 
Aktivitat die Kohlenwasserstoffe anstatt mit Petrolather mit dem 
starker eluierend wirkenden Tetrachlorkohlenstoff und die Cholesterin 
ester anstatt mit Tetrachlorkohlenstoff mit Benzol eluiert werden 
Die restlichen Fraktionen (Triglyceride, Cholesterin, Fettsiuren 
lassen sich mit Ausnahme der Phosphatide mittels Athylather mit 
einem Gehalt von etwa 10% Athylalkohol leicht gewinnen. Die Adsor 
hilitatsverhaltnisse zeigt die Tabelle IT. 


Tabelle I]. Adsorptionswerte. 
Adsorptionswerte; Adsorbens: vorbeh. Frankonit KL. 





Cholesterin- 


Kohlen- < Sterine Trigly- Fett- 
Lésungsmnitttel wasserstoffe boy Bll (Chole- ceride siiuren 
(Ceten) ne sterin) (Triolein) (Olsiure) 


Cholesterin) 


Tetrachlorkohlenstoff ....... 27.6 100,0 100,0 100.0 100.0 


DOMME 25-08 cks eo wea 74 22.4 | 85,2 100,0 100.0 
10% Athylalkohol-Athylather 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 





Der Verlauf der Chromatographie entspricht den angefiihrten 
Beispielen mit Saulen aus Al,Og st. n. Br. und solchen aus Kieselsaure. 
Es sei deswegen auf die Wiedergabe eines Versuchs verzichtet. Das 
Gewichtsverhaltnis von Lipoiden zu Adsorbens muB etwa 1; 50 be 
tragen. Die einzelnen Fraktionen gelangen mit einer verhaltnismabig 
geringen Menge des entsprechenden Eluenten quantitativ in die Vor- 
lage. Die Herstellung der Saéulen geschieht wie bei der aktiven Kiesel- 
siure besprochen; einmal vollstandig mit dem Lésungsmittel durch- 
trankt, neigen sie beim Saugen nicht zum Trockenwerden; jedoch ist 
es nicht ratsam, sie im Verhaltnis zum Durchmesser zu hoch zu machen 
Frankonit KL bildet sorgfiltig festgestampft eine glatte feste Ober 
fliche, so daf eine abschlieBende Schicht von Kieselgur oder BaSO, 
nicht notwendig ist. 

Auch mit Saéulen aus vorbehandeltem Frankonit KL laBt sich aus 
Lipoidextrakten das Steroid der Kohlenwasserstofffraktion gewinnen 
(siehe IT. Mitteilung). Auch hierbei konnte ausgeschlossen werden, dal} 
es sich um ein Umwandlungsprodukt von Cholesterin oder Cholesterin 
estern handelt. 

Da die Erden Naturprodukte sind, muB jedoch, wie wir feststellen 
konnten, mit einer gewissen Inkonstanz der Qualitdt gerechnet werden 
weswegen es ratsam erscheint, das Adsorptionsmaterial vor dem Ge 
brauch mit reinen Fettstoffen auf seine Verwendbarkeit zu _priifen 
Die auBer Frankonit KL von uns nach entsprechender Vorbehandlung 
untersuchten Erden sind fiir die Chromatographie von Lipoidextrakten 
weniger gut brauchbar. 
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Chromatographie von Lipoidextrakten nach der Verseifung. 


Besteht die Absicht, aus gréBeren Fettmengen diejenigen geringen 
Anteile zu gewinnen, welche nur eine sehr schwache Adsorbilitat be- 
sitzen und sich bei der Chromatographie wie gesattigte und ungesattigte 
aliphatische Kohlenwasserstoffe verhalten  (,,Kohlenwasserstofffrak- 
tion‘), so ist es ratsam, den Lipoidextrakt vorher zu verseifen. Es ist 
dann mdéglich, die Chromatographie mit wesentlich kleineren Adsorp- 
tionssiulen durchzufiihren, da das freie Cholesterin, der Hauptanteil 
des Unverseifbaren, und die freien Fettsiuren viel stirker adsorbiert 
werden als die Ester der Fettsiiuren mit Glycerin und insbesondere mit 
Cholesterin. Auch bei der Suche nach weiteren etwa noch vorhandenen, 
bisher unbekannten Anteilen des Unverseifbaren ist es zweckmabig, den 
Lipoidextrakt vor der Chromatographie zu verseifen, weil hierdurch 
die Zahl der Fraktionen stark vermindert wird und zudem die Fett- 
siuren, wie oben gezeigt, durch Adsorption sehr leicht entfernt werden 
k6nnen. 

Besonders gut eignet sich fiir die Chromatographie verseifter 
Lipoidextrakte Al,O3 st.n. Br. (Merck). Die Tabelle Il gibt die 
Adsorptionswerte fiir die in Frage kommenden Lipoidfraktionen bei der 
Anwendung von Léosungsmitteln zunehmenden Elutionsvermégens 
gemaif ihrer eluotropen Reihe (siehe I. Mitteilung}) an. 


Tabelle II. Adsorptionswerte. 
Adsorbens: Al,O, st. n. Br. 





Kohlenwasser- : 
22 — Fettsiuren 





Lisungsmittel gas Cholesterin (Olsiiure) 
cmeeeneceerenreascnennny 

Petrolither (Siedepunkt 30—50°) ... 14,1] 100,0 100,0 

Tetrachlorkohlenstoff ............... 8,2 97,5 98.5 

BE eerie rea Detles Pekan ki Bet. 0.0 89,0 99,0 

ING Scr each tg Hanns 0's sbia'vie 0,0 16,8 ] 97,0 

10°, Athylalkohol — 90° Chloroform 0,0 0,0 | 96,6 


Die Kohlenwasserstoffe lassen sich also mit Petrolather, Tetrachlor- 
kohlenstoff und Benzol sehr leicht aus Al, Og st. n. Br. eluieren, wihrend 
Cholesterin und Fettsiuren fest adsorbiert werden. Das freie Chole- 
sterin geht mit Chloroform, besser noch mit Chloroform, welches etwa 
10% Athylalkohol enthalt, in das Eluat, wihrend die freien Fettsiuren 
unverandert tiberhaupt nicht eluiert werden kénnen (siehe II. Mit- 
teilung). Das Gewichtsverhaltnis von Al,O, zu Fettstoffen mul etwa 
1:25 bis 1: 30 betragen. An dem Beispiel eines kiinstlichen Gemisches 


! Trappe, diese Zeitschr. 805, 150, 1940. 
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von Kohlenwasserstoffen, freiem Cholesterin und Fettséuren soll der 
Verlauf der Chromatographie bei Anwendung von Al,O.-Saulen gezeigt 
werden. 

4. Versuch. 

790,9 mg eines kiinstlichen Fettstoffgemisches: 35,0 mg Paraffinum 
liquidum, 208,0mg Cholesterin, 547,9mg Fettsiiuren (252,0 mg Olsaure. 
169,4 mg Palmitinséure, 126,5 mg Stearinséiure) in 10cem Tetrachlor 
kohlenstoff gelést; Séiule aus 20,0 g Al,O, st.n. Br.: Durchmesser 25 mm, 
Héhe 42mm, Inhalt 21 cem; Vorlage jeweils nach dem Durchsaugen von 
30 cem Elutionsmittel gewechselt. 

Die Tabellen IIT und IV zeigen, daB die eingewogenen Paraffin- 
bzw. Cholesterinmengen quantitativ aus dem Gemisch wiedergewonnen 
wurden. 


Tabelle IV. Chromatographie von 790,9mg eines kiinstlichen 
Lipoidgemisches. Séule aus Al,O, st. n. Br. 





Kohlenwasserstofte o thei ' materi 
Tetrachlorkohlenstoff (Paraffin) e taee shail 
eem mg % ecm mg % 
30 34,5 98,6 30 206,2 99,3 
30 ~—- (60) 0,0 0,0 30 (60) 0,9 0,4 
30 (90) 0,0 0,0 30 (90) 0,0 0.0 
30 (120) 0,0 0,0 30 (120) 0,0 0,0 
Eluiert: 34,5 98,6 Eluiert: | 207,1 99,7 





Tabelle V. Priifung der Fraktionen auf Einheitlichkeit. 











Cholesterin Fettsiiuren 


Fraktionen und Elutionsmittel (Liebermann sche (Titration 
Reaktion) mit KOH) 
Kohlenwasserstoffe (Tetrachlorkohlenstoff) ..... 
Cholesterin (Alkohol-Chloroform) .............. + 


Zur Isolierung der ,,Kohlenwasserstofffraktion’’ aus verseiften 
Lipoidextrakten eignet sich ebenfalls durch Erhitzen aktivierte Kiesel- 
sdure (Schering) (siehe II. Mitteilung). Die Tabelle VI gibt die Adsorp- 
tionswerte an. 

Tabelle VI. Adsorptionswerte. 
Adsorbens: aktivierte Kieselsiure. 





Kohlenwasser- 





Lésungsmittel — Cholesterin fone 
Petrolather (Siedepunkt 30 —50°) .... 10,2 100,0 100,0 
Tetrachlorkohlenstoff ............... 4,1 100,0 100,0 
Priohiowbth ylen «3. 66 ees ced be eas 0,0 98,2 100,0 
PN Ee a SRS HRY Selo ths 0,0 90,4 89,8 
CONN 5.5. cede ke ere ans 0,0 65,2 71,8 








I co cv neen Sonn eh eu haek os 0,0 0,0 0,0 
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Eine Abtrennung des freien Cholesterins von den Fettsiuren ist 
bei Anwendung einer Kieselsdiuresiule jedoch nicht médglich. Beide 
Fraktionen kénnen zusammen mit Athylather eluiert werden. Da man 
bei der Chromatographie von nicht verseiften Lipoidextrakten bereits 
mit extrem kleinen Saulen aus aktivierter Kieselsiure auskommt, 
bedeutet die Verseifung des Extrakts fiir die Gewinnung der ,,.Kohlen 
wasserstofffraktion’* zwar keinen groBen Vorteil, jedoch wohl, wenn 
eine systematische Fraktionierung des Unverseifbaren beabsichtigt ist. 
wie oben begriindet wurde. Bei einem Gewichtsverhaltnis von etwa 
1:12 gelangen mit Tetrachlorkohlenstoff kein Cholesterin und keine 
Fettsiuren aus einer Saule von aktivierter Kieselsiure in das Eluat, 
da unter diesen Bedingungen ihre Wanderungsgeschwindigkeit extrem 
gering ist. 

Zum SchluB sei eine kurze dibersichtliche Zusammenstellung der bisher 
von uns angegebenen Moglichkeiten zur Isolierung von phosphor- und 
stickstofffreien Lipoidfraktionen aus ihrem Gemisch mit Hilfe von 
Adsorptionssaulen gegeben. 


I. Unverseifte Extrakte. 

a) Kohlenwasserstoffe. 1. Al,Ogst.n. Br.—Petrolither, 2. Kiesel- 
siure —Petrolather, 3. Frankonit KL—Tetrachlorkohlenstoff. 

b) Cholesterinester. 1. Al,Og st. n. Br.—Tetrachlorkohlenstoff, 
2. aktivierte Kieselsiure—Trichlorathylen, 3. eingestellte Kieselsiure 

Tetrachlorkohlenstoff, 4. Frankonit KL—Benzol. 

c) Triglyceride. 1. Eingestellte Kieselsiure—Benzol. 

d) Triglyceride, Cholesterin und Fettsduren. 1. Aktivierte Kiesel- 
siure—Athylither, 2. Frankonit KL—Athylither mit einem Zusatz 


von 10° Athylalkohol. 


ed 

e) Cholesterin und Fettséiuren. 1. Eingestellte Kieselsiure —Athy!- 
ather. 

II. Verseifte Extrakte. 

a) Kohlenwasserstoffe. Wie bei den unverseiften Extrakten. 

b) Cholesterin. 1. Al,Ogst.n. Br.—Chloroform oder Chloroform 
mit einem Zusatz von 10° Athylalkohol. 

c) Cholesterin und Fettsduren. 1. Kieselsiure—Athylather, 2. Fran- 
konit KL—Athylather mit einem Zusatz von 10°, Athylalkohol. 

Die Lipoide geringerer Adsorbilitaét miissen natiirlich jeweils vor 
der Elution derjenigen Fraktion, deren Isolierung beabsichtigt ist, mit 
den angegebenen Elutionsmitteln entfernt werden. SchlieBlich sei 
noch darauf hingewiesen, da} es bei chromatographischen Versuchen 
mit Gemischen von reinen Fettstoffen meistens notwendig ist, die 
Handelspraparate derselben, insbesondere die der Cholesterinester und 
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Triglyceride vorher einer chromatographischen Reinigung zu unterziehen 
da diese meistens gréBere Anteile von Verunreinigungen enthalten. \ 
enthielten Praparate von 6lsaurem Cholesterin verschiedener Provenieny 
nur etwa 70°% des angegebenen Esters; Praparate von Olsiure und 
Stearinsaure waren durch ein Sterin, we!ches weniger stark adsorbiert 
wurde wie Cholesterin, verunreinigt. Die Bedingungen hierfiir ergeber 
sich aus dem iiber ihre Adsorbilitaét Gesagten. 


Zusammenfassung. 


In Ergainzung der vorangehenden Mitteilung werden weitere 
Méglichkeiten zur Anwendung der Fasertonerde standardisiert nach 
Brockmann (Merck) fiir die chromatographische Fraktionierung de: 
Lipoide gegeben. So wird unter anderem gezeigt, daB sich mit Al,O, 
Saulen aus einem Gesamtextrakt die freien Fettsdiuren und die Phospha 
tide zusammen abtrennen lassen. Eine eingehende Untersuchung 
erfahren die EHrden, die nur nach geeigneter Vorbehandlung fiir dic 
Chromatographie der Lipoide brauchbar sind. Mit Hilfe von Saulen 
aus vorbehandeltem Frankonit KL laBt sich die Kohlenwasserstoff 
und die Cholesterinesterfraktion abtrennen. Ferner wird die An 
wendungsmoglichkeit von Al,O, st. n. Br. und von Kieselsaure fiir dic 
Fraktionierung von Lipoidextrakten nach der Verseifung gezeigt. 

Es wird eine vorliufige Mitteilung iiber die Auffindung eine: 
katalytischen Reaktion an Cholesterin und Cholesterinestern bei det 
Adsorption derselben unter geeigneten Bedingungen, wobei neben 
anderen Steroiden Cholestadiene entstehen, gemacht. 
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Uber die quantitative Bestimmung 
von Vitamin © im Harn. II. 
Von 
Takeyoshi Nagayama, Toshio Tomoi und Tamotsu Sagara. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Hochschule von Tokyo- 
Jikeikai.) 


(Eingegangen am 31. August 1940.) 


I. Einleitung. 


Uber die quantitative Bestimmung von Vitamin C im Harn liegen 
nicht wenige Ver6éffentlichungen vor. Die Ansichten der Autoren gehen 
allerdings weit auseinander. Einige meinen namlich, da8 im normalen 
Harn Vitamin C tiberhaupt nicht vorhanden sei, andere schreiben 
hingegen das gesamte Reduktionsvermégen gegen 2, 6-Dichlorphenol- 
Indophenol dem Vitamin C zu, so daB itber den wahren Vitamin C-Wert 
immer noch weitgehende Unklarheit herrscht. 

Wir veréffentlichten unlaingst in dieser Zeitschrift (1) unsere neue 
Methode zur exakten quantitativen Bestimmung von Vitamin C im 
Harn, wobei wir die verschiedenen anderen Methoden, die wir ein- 
gehend gepriift hatten, kritisierten. Auf Grund unserer weiteren Arbeiten 
fanden wir eine kleine Anderung unserer Methode nétig, die im folgenden 
mitgeteilt werden soll. 

Da’ durch den Harn Thiosulfat ausgeschieden werden kann (2), 
ist denkbar, wir waren jedoch im Zweifel, ob dies beim normalen Harn 
des Menschen der Fall sei. Wenn nun Thiosulfat tiberhaupt im Harn 
vorhanden ist, so kann wohl seine Menge nicht bedeutend sein, somit 
wird bei den Belastungsversuchen, in denen der Vitamin C-Gehalt grol 
ist, bei Anwendung unserer alten Methode kein grofer Bestimmungs- 
fehler zu befiirchten sein. Im normalen Harn wiirde aber Thiosulfat 
das Resultat nicht unbedeutend beeinflussen, weil sein Reduktions- 
vermoégen gegen 2, 6-Dichlorphenol-Indophenol demjenigen von Ascor- 
binséure anniahernd gleich ist. Dies ist der Gedanke, welcher uns im 
wesentlichen zur Verbesserung der Methode veranlaBte. 

In unserer letzten Arbeit (1) gaben wir an, dab bei kombinierter 
Anwendung der Ascorbinsiureoxydasemethode und der Phosphor- 
wolframsaiuremethode der resultierende Wert bei Verfahren A (Be- 
seitigung der Restreduktion durch Phosphorwolframsaéure vor der 
Oxydasecinwirkung) und bei Verfahren B (Harn in umgekehrter Reihen- 
folge vorbehandelt) beinahe iibereinstimmend in beiden Fallen nicht 
mehr als 0,1 mg% betragt. 
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Da aber bei weiteren genaueren Versuchen der Wert bei Verfahren (B) 
éfters héher als der bei Verfahren (A) ausfiel, so stellten wir uns die 


Frage, ob diese Abweichung nicht etwa von der Verschiedenheit des py 


(Schema I.) 


Harn 
’ ; y 
Phosphorwolframsaéuremethode Fermentmethode 
! ! 
v Y 
Fermentmethode Phosphorwolframsiuremethode 
(A) _— 


bei der Titration herriihre. Da bei Verfahren (B) der py-Wert erniedrigt 
ist, wurde vor der Titration zur Erhéhung desselben Na-Acetat zu- 
gesetzt, was eine Abnahme des Reduktionswertes zur Folge hatte, so 
das dieser mit Verfahren (A) tibereinstimmende Ergebnisse aufwies 
(Schema 1). ; 

Thiosulfat, Glutathion u. dgl. werden, wie in der ersten Mitteilung 
bereits erwahnt, nicht mit Phosphorwolframséure ausgefallt, miissen 
sonach, soweit sie anwesend sind, bei Verfahren (A) und (B) gleicherweise 
in die zu titrierende Fliissigkeit tibertreten. Es lag also die Annahme 
nahe, daB die Abnahme des Wertes bei px-Anderung mit Thiosulfat im 
Zusammenhang stehe. Wir fiihrten deshalb verschiedene Versuche mit 
reinem Na-Thiosulfat durch und konnten feststellen, daB die Reaktion 
des Thiosulfats mit 2, 6-Dichlorphenol-Indophenol bei einem py von 4,5 
ausbleibt, ohne dafS dabei der Ascorbinséiurewert beeintrachtigt wird 
(Experimenteller Teil 1). 

Bei einer solchen Titration unter Erhéhung des py-Wertes ist 
zwar anzunehmen, daB die Einfliisse von Glutathion, Cystein u. dgl. 
sich ‘vergréBern, nach unseren Feststellungen kommen jedoch die 
genannten Stoffe, wenn tiberhaupt, jedenfalls nur in kaum bestimm- 
bar kleinen Mengen im Harn vor, so da® wir eine Titration von 
Ascorbinsdure im Harn bei einem px von 4,5 fiir durchfiihrbar ansehen. 
[Auch Martini und Bonsignore (3) hielten bei ihrer Ascorbinsaure- 
bestimmung nach der Methylenblaumethode den py-Wert auf 4,0 
bis 4,5, um dadurch die Einfliisse von Thiosulfat auszuschalten. New- 
weiler (4) empfiehlt ebenfalls die Bestimmung bei py = 4,5 ~ 4,8.) 

Auf Grund dessen bestimmten wir bei unseren neuen Versuchen 
Vitamin C im Harn auf die nachfolgende Weise und untersuchten 
anderseits den gleichen Harn nach der — theoretisch als zuverlassigste 
geltenden — Fermentmethode. Diese vergleichenden Untersuchungen 
zeigten in ihren Ergebnissen weitgehende Ubereinstimmung. (Bei den 
beiden Methoden der friitheren Arbeit waren zwar die Mittelwerte gleich, 
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die Einzelbestimmungen aber nicht ohne Unterschiede. Nach der 
neueren Methode ergeben sich hingegen, wie aus ,,Experimenteller 
Teil 2°‘ ersichtlich, keine nennenswerten Differenzen mehr.) 


Il. Ausfiihrung der Bestimmung. 


Wie bei der alten Methode versetzt man 20,0 ccm Harn mit 2,0 ccm 
20 °-iger Metaphosphorsaure, fiigt 3,0 cem 10° iger Phosphorwolfram- 
saurelésung [10 g Phosphorwolframsaure + 25 cem H,.SO, (D = 1,105) 
mit Wasser auf 100,0 ccm] hinzu, mischt gut und zentrifugiert (5 Minu- 
ten). Zu 10,0 cem dieser Lésung gibt man nun aber weiter 2,0 ccm 
50 °iges Na-Acetat und dann noch 2,0 ccm 20 °Cige Metaphosphorsaure, 
mischt und titriert gegen 2,0 cem 2 mg°(ige 2, 6-Dichlorphenol-Indo- 
phenollésung. Die Berechnung erfolgt nach folgender Gleichung : 


Faktor der Indophenollésung « 2 « 1,75 « 100 
Verbrauchte Menge der untersuchten Lésung (ccm) 
mg°, Vitamin C im Harn. 

Bemerkungen : 

1. Man kénnte auch durch Zusatz von Na-Acetat allein ein py 4,5 
erzielen. Z. B. erreicht man durch Zusatz von 1,0 cem Na-Acetat schon 
ein py von 4,6, was noch im allgemeinen dem Zweck entspricht ; bei py 4,7 
und dariiber hinaus kénnen aber leicht Fehler entstehen. 

2. Ist der Vitamin C-Gehalt sehr gro®B, so titriert man selbstverstandlich 
mit entsprechend mehr Indophenollésung,. 

3. Das obige Verfahren bewahrt sich auch bei Zusatz von 4,0 cem 
Phosphorwolframsaure. 

4. Nach dieser Methode kann man den Einflu®8 des Na-Thiosulfats bis 
zu einer Konzentration von etwa 4mg°®, hinreichend ausschalten. (In 
Wirklichkeit kommt das Thiosulfat nicht in so groBer Menge im Harn vor.) 

5. Die Lésung soll, sobald ihr py 4,5 erreicht hat, frisch zur Titration 
verwendet werden, ohne lange zu stehen. 

6. Bei einem nach der Methode von Sagara unter Anwendung von 5°, 
Metaphosphorsiure und Phosphorwolframsaure aufbewahrten Harn sind 
4,0 eem 20° iges Na-Acetat zuzusetzen, um ein pq von 4,5 zu erzielen. 


It. Experimenteller Teil. 


1. Ausschaltung der Einfliisse des T hiosulfats auf das Indophenolreagens 
durch Anderung des pu-Wertes. 

Dadurch, da’ man zur Titration reine Ascorbinsaéure in 2° iger 
Metaphosphorséurelésung anwendet und das pu dieser Lésung bei der 
Titration verandert, kann man den gesamten Ascorbinsauregehalt genau 
feststellen. Die Bestimmungsversuche, bei denen der Ascorbinsaure- 
lésung Na-Thiosulfat in verschiedenen Mengen zugefiigt und das py 
wie oben verandert wurde, ergaben, da durch Titration bei py — 4,5 
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Tabelle LA. Ausschaltung der reduzierenden Wirkung von Na,S8,O 
durch Anderung des py-Wertes (Ascorbinsaurelésung). 





Ascorbinsiurelésung  Ascorbinsiurelésung  Ascorbinsiiurelésung 


100 ecm 100 ecm 100 ecm 
Pu oe \ a Na, 8, 0, + 100 Nay 8». Ox x Nay S50, 
1,0 ccm 2,0ccem 2,6 ccm 
mg% mg% mg% mg% 
A 1,07 2,22 3,17 4,25 
B 1,05 2,34 2,24 4,19 
B, || 4,2 1,07 1,16 1,22 1,26 
B, || 4,3 1,07 1,08 1,15 PS 
B; | 4,4 1,06 1,07 1,14 1,17 
B,|| 4,6 1,06 1,06 1,07 1,09 
B. 4,6 1,05 1,05 1,07 1,08 
B,|| 4,7 | 1,05 1,06 1,08 1,08 
A Metaphosphorséiuremethode. 
B mit H,SQO, in einer der Phosphorwolframsiurelésung entsprechenden 
Konzentration. 
B, = 10 ceem Lésung B + leem 50 %iges Na-Acetat + 1 ecm 20 %ige HP O,. 
B, 10cem Lésung B + 1,5 cem 50% iges Na-Acetat + 1,5cem 20 %ige 


HPO,. 
B, 10 cem Lésung B + 2cem 20%iges Na-Acetat. 
B, = 10cem Lésung B + 2 ccm 50 %iges Na-Acetat + 2cem 20 %Gige HP O,. 
B, 10cem Lésung B + leem 50%iges Na-Acetat. 
B, 10cem Lésung B + 1,5 cem 50%iges Na-Acetat. 


Tabelle IB. 





100 cem 1,10 mg%ige Ascorbinsiiurelésung 





1,06 mg%ige x N - hte 
Pu Ascorbinsiiure- = + 555 Nay 8,0; + To0 Na» 8» Oz + 300 Nay 8S» 03 
Maange 1,0 cem 2,0 ecm 2,6 ccm 
mg% mg% mg% mg%, 
A 1,06 
B 1,05 2,47 3,81 4,50 
B, || 4,2 1.06 1,38 1,44 1,49 
B, 4,3 1,07 1,17 1,21 1,25 
B, 4,4 1,05 1,19 1,25 1,22 
B, 4.5 1,07 1,11 1,11 1,14 
B, 4,6 1,05 1,13 1,13 1,15 
B, || 4,7 1,03 
B = Phosphorwolframsiuremethode. Sonst wie in Tabelle 1A. 


richtige Resultate erhalten werden. (Tabelle IA.) Ist bei dieser 
Titration eine gréBere Menge Phosphorwolframsaure zugegen, so tritt 
zwar eine leichte blaue Farbe auf; es laBt sich aber kaum ein st6érender 
Einflu8 auf das Ergebnis bemerken (Tabelle IB). Die gleichen Ver 
suche bei Harn fiihrten zu denselben Ergebnissen (Tabelle II); hierbei 
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labelle II. Ausschaltung der reduzierenden Wirkung von Na,S8,0O, 
durch Anderung des py-Wertes (Harn). 





Harn mit 


2. Fall 


Zugesetzt _ a Zugesetzt 
, Zugesetzt Ascorbin- pe -hin- Zugesetzt AScorbin- rs “ 
PB |i am | Na28,0,| sure. | “SEO | Harn| Na, 8,0,| séure- | “sien 
26mg%) _ Zusatz enure (3,95 mg®,) .. Zusatz saure 
2, (0,27 mg%) + Na, 8, 03 ’ °” (1,0 mge%) | + Na, 8, O, 
mg% mg% mg% mg% mg% mg% mg% mg%, 
A 0,85 — 52 - 
B 0,69; 2,72 1,07 3,02 1,23) SAT 2,15 4,07 
B, | 4,2)| 0,53} 0,52 0,82 0,81 - - 
B, | 4.3 0,70 0,80 1,68 1,85 
B, 4,4 0,46, 0,46 0,70 0,71 
B, 4.5 0,50) 0,51 0,77 0,76 0,69 0,70 1,67 1,70 
3, 4,6) — | _ 0,68 0,68 1,65 1,67 
B, 4,7 — 0,65 0,67 1,55 1,69 





tritt die blaue Farbe kaum auf, weil nur ein sehr geringer Phosphor- 
wolframsauretiberschuB vorhanden ist. 


2. Vergleich unserer verbesserten Methode mit der Fermentmethode. 

Wir nahmen frischgelassenen Harn, fiigten ihm eine gleiche Menge 
10- bis 20 mg°iger wasseriger Ascorbinsiurelésung sowie eine gleiche 
Menge Wasser zu und fiihrten damit folgende Untersuchungen aus 
(Schema II). Zur Fermentmethode benutzten wir das aus Gurken 
nach dem Verfahren von Fujita und Numata (5) rein dargestellte 
Ferment. 

(Schema II.) 


Harn 


A Metaphosphorsiuremethode 
| (V.C + Thio. + R.R.) 


D Oxydasemethode 


(Thio. + R. R.) 


v 
B Phosphorwolframsaiuremethode E Phosphorwolframsauremethode 
(V.C + Thio.) (Thio.) 
v 
> G Oxydasemethode F Anwendung der verbesserten 
Methode 


C Unsere verbesserte Methode (V.C) 


(V.C = Vitamin C. Thio. thiosulfatartige Substanzen. R.R 


Phosphorwolframsiiure beseitigt wird.) 


Restreduktion, die dure! 


Erkldrung. 
A Bestimmung nach Versetzen mit 2° ,iger Metaphosphorsiure. 
B Bestimmung mit der nach Phosphorwolframsiéurezusatz und Zentri- 
fugieren gewonnenen tiberstehenden Fliissigkeit des Gemisches A (alte 
Methode). 














112 T. Nagayama, T. Tomoi u. T. Sagara: 


C Bestimmung der Fliissigkeit B bei py = 4,5 (verbesserte Methode). 

D Bestimmung mit Zusatz von n/5 NaOH (bis py = 6) zum Harn (Ind 
kator: Methylrot), wobei auf 10 cem Harn je 2 cem Oxydaselésung und 
nach Einleiten von Sauerstoff wihirend 5 Minuten bei 30°, n/5 HCl in 
gleicher Mengp wie NaOH und dann 2% ige Metaphosphorsiéure zu 
gesetzt wulde. 


E Bestimmung mit der nach Phosphorwolframsiurezusatz und Zent1 
fugieren gewonnenen iiberstehenden Fliissigkeit des Gemisches D. 

F Bestimmung des Gemisches £ bei py = 4,5 (Zusatz von Na-Acetat und 
Metaphosphorsaure). 

G’ Bestimmung von Gemisch B unter Zusatz von 4 cem 50 %igem Na-Acetat 
und 3cem Oxydase auf je 15 ecm und darauffolgender Oxydation wi 
oben. Einstellen von py = 4,5 mit 4 cem Metaphosphorsaure. 


Zubereitung des Ferments. 


Wir zerkleinerten die Gurke, preBten durch ein Tuch ab, fiigten aut 
100 cem der so gewonnenen Fliissigkeit 5 cem gesattigte Ammoniumsulfat 
lésung zu, zentrifugierten und sattigten die iiberstehende Fliissigkeit mit 
Ammoniumsulfat. Wir verwendeten den entstandenen Niederschlag nach 
dem wir ihn in einer dem urspriinglichen Volumen entsprechenden Wasse1 
menge gelést, mit einigen Tropfen Toluol versetzt und einer 24stiindigen 
Dialyse unterworfen hatten. 

Vorwiegend wurden die Versuche wie folgt ausgefiihrt, hier und da 
verwendeten.wir aber auch unsere friihere Methode, wobei wir das Ferment 
bei einem durch Zusatz von Na-Acetat erzielten py = 6 einwirken lieBen 


Ausfiihrung der Oxydation mittels des Ferments. 


Man nimmt 20 cem Harn, setzt n/5 NaOH zur Einstellung des py 
auf 6,0 hinzu (die dazu nétige Menge n/5 NaOH wird vorher bei eine 
anderen Probe desselben Harns unter Anwendung von Methylrot als 
Indikator festgestellt), versetzt mit 4ccm Fermentlésung, fiigt einen 
Tropfen Caprylalkohol hinzu, leitet bei 36° 5 Minuten lang Sauerstoft 
durch und setzt dann n/5 HCl in gleicher Menge wie NaOH und weiter 
noch 2,5cem 20° ige Metaphosphorséure zu, worauf die Titration 
erfolgt. Die Ergebnisse der obigen Versuche sind in den Tabellen II] 
und IV zusammengestellt. 

Die Zahlen der Kolonne C in den Tabellen zeigen die nach unsere! 
verbesserten Methode bestimmten wahren Vitamin C-Werte. Die Wert: 
nach der Fermentmethode sind die Differenzen zwischen den B-Zahle1 
und #-Zahlen (B—E). Bei normalem Harn liegen die erstgenannten Werte (C) 
zum gréBten Teil um 0,4 mg%, wahrend ihr Mindestbetrag 0,19 mg°®, ist 
Auch bei Harn von Kranken bemerkt man im gegebenen Rahmen kein 
besonderen Abweichungen. Die Berechnungen zeigen, wie aus den Ta 
bellen V und VI ersichtlich, zwischen den unter C angegebenen Werten und 
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denjenigen nach (unserer friiheren) Phosphor wolframsauremethode unter B, 
B—E ' eee ; - 
nd a 100, und RB’ 100 aufgefiihrten eine gute Ubereinstimmung. 
ind : P 
| i! mr = 
Tabelle IIL. Harn von Normalen. 
Zi 
Spezifisches . ‘ , 
Xr. Geschlecht Alter Gewicht A B : D B 
MTi- des Harns mg%s mg% mg mg°o mg°. | 
und l " 28 1,014 0,64 0,54 0,35 0,32 0,18 
2 rou 27 1,023 1,14 1,06 0,69 0,51 0,38 } 
3 rod 30 1,021 0,92 0,66 0,39 0,41 0,29 
tat 4 ro 4 33 1,012 0,49 0,31 0,19 0,34 0,10 
wi 5 4 32 1,016 0,66 0,48 0,34 0,31 0,13 
6 35 1,015 0,35 0,33 0,26 0,06 0,05 
7 y 31 1,016 1,63 1,47 1,31 0.35 0,19 
8 Q 21 1,018 0,61 0,42 0,30 0,17 0,11 
9 Q 20 1,015 0,59 0,45 0,29 0,17 0,14 
10 of 26 1,016 0,48 0,30 0.22 0,11 0,10 
a 11 rou 32 1,016 6,60 6,62 6,50 0,18 0,17 
f 12 a 15 1,021 0,76 0,60 0,40 0,20 0,14 
if 13 30 1,022 0,92 0,57 | 0,42 0,11 
_— \4 j 30 1,018 0,82 0,68 0,45 0,24 
ch 15 ‘ 39 1,009 0,79 0,60 0.55 0,08 
sel 16 39 1,016 1,45 1.44 1,44 0,09 
igen 17 fou 39 1,020 3,24 3,03 2,75 0,29 
A Metaphosphorsiuremethode. 
dia B Phosphorwolframsauremethode (alte Methode), 
lent 
Cc Phosphorwolframsiuremethode (py $.5) (unsere verbesserte Me 
Jeli 
thode). 
Db Oxyvdasemethode. 
E Oxvdasemethode + Phosphorwolframsiauremethcde. 
PH Tabelle IV. Harn von Kranken. 
ner 
als Spezi- 
. Ge- - wee fisches ) ' 
nen XT. || schlecht Alter Krankhett Gewicht . . ‘ , ' 
. des Harns mg® mg% mg% mg% m2 
toff 
iter 18 Q 34 Kruppése Pneumonie 1,014 1,74 1,46 0,95 0,97 0,67 
ies 19 4 32 Kruppése Pneumonie 1,029 2,50 2,08 1,75 0,75 0,22 
oie 20 , 34 Lungentuberkulose 1.023 |0,98 0,57 0,31 0,62 0,25 
II} 21 4 29 Lungentuberkulose 1,022 1,74 0,79 0,35 1,10) 0,46 
22 a 36 ~=Diabetes mellitus 1.024 0.19 0.17 0.15 < 0,05 < 0.04 
23 d 26 Diabetes mellitus 1,022 (0,65 0,49 0,25 0,29 0,21 
ere! 24 res 32. Icterus Simplex 1,004 0,41 0,32 0,80 — 0,23)< 0,05 
ert 25 i 33 Stenosis Vena cava 1,020 1,24 1,04 0,44 0,79 0,53 
ale ascendens 
10 26 Q 57 Asthma cardiale 1,029 | 2,22 1,22/0,80 1,11) 0,34 
) 27 or 42 Lipoidnephrose 1,020 0,39 0,31 0.28 O11 0.07 
a 28 ror 31 Nach Operation des 1,022 1,12 0,97 0,65 0,44) 0,24 
eine Invaginationsileus 
Ta 29 g 31 Uteruskrebs 1,018 1,00 0,62 0.37 0,53 0,20 
und 30 || Q 28 Graviditas mens. VI 1,016 3,84 3,70 3.60 0,21 0,12 
Biochemische Zeitschrift Rand 307, ra 
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Tabelle V. Harn von Normalen. 





BE C B—E Cc A Bh 
Nr B B Differenz 4 A Differenz A 
] 67 65 2 56 5D 1 16 
2 64 65 4 60 61 7 7 
3 56 60 + 4 40 ° 42 + 2 28 
4 68 61 7 43 39 4 37 
5 10 71 2 53 52 1 27 
6 85 82 3 80 ya) 3 6 
7 87 89 2 79 80 +] 10 
8 73 71 2 51 19 2 31 
g 69 64 5 53 19 — 4 24 
10 67 73 _ § 42 46 -4 38 
1] 97 98 + |] 97 98 9 0 
12 77 67 10 61 53 8 21 
13 81 75 6 50 47 3 38 
14 63 66 + 3 52 54 +2 18 
15 37 92 .§ 66 70 +4 24 
16 95 100 + 5 93 99 + 6 l 
17 40 91 + ] 84 85 1. J 6 
Durchschnitt : 76 76 62 63 20 
B—E a : 
B Verhaltnis des wahren Vitamin C-Wertes zum Phosphorwolfrar 
siurewert (Fermentmethode). 
( 
B Verhaltnis des wahren Vitamin C-Wertes zum Phosphorwolfram 
siiurewert (unsere verbesserte Methode). 
B—E F ’ 
' Verhaltnis des wahren Vitamin C-Wertes zum gesamten Reduk 
tionswert des Harns (Fermentmethode). 
0 
r Verhaltnis des wahren Vitamin C-Wertes zum gesamten Reduk 
tionswert des Harns (unsere verbesserte Methode). 
i_ B 
i Verhaltnis der Restreduktion (Phosphorwolframsaéure) zum 


samten Reduktionswert des Harns. 


Tabelle V stellt die Versuchsergebnisse bei 17 Harnproben von 
Gesunden dar (vgl. Tabelle IT). 


Der Vitamin C-Gehalt betragt nach der Fermentmethode sowie 
auch nach der neuen Methode durchschnittlich 76°: die Uberein 
stimmung ist eine so gute, daB auch bei den Einzelbestimmungen keine 
° auftreten. Tabelle VI, welche 
in Erginzung der Tabelle IV die Ergebnisse bei 13 Harnproben von 
Kranken darstellt, zeigt, daB der Vitamin C-Gehalt sowohl nach det 
Fermentmethode, als auch nach der neuen Methode durchschnittlich 


eroBeren Unterschiede als etwa 3 





Du 


70 


de 
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Tabelle Vl. Harn von Kranken. 





BJ ( B-—F ( i—B 
Nr. B B Differenz { 4 Differenz i 
18 db 65 y 47 ”) ( Lo 
19 89 84 5 74 70 ! 17 
20 db D4 2 33 32 l 3 
21 }? 44 2 19 20) | 5d 
22 77 88 11 - 68 79 ll 1] 
23 59 Al 8 45 38 7 24 
24 84 94 10 - 66 73 f 24 
25 49 12 7 41 35 6 16 
26 72 66 6 40 36 6 {5 
27 83 93 10 64 72 8 23 
28 Ti 67 10 67 58 9 16 
29 68 60 8 $2 37 5 38 
30 97 97 +t Q 93 94 | 4 
Durchschnitt : 70 70 54 54 26 


70% betragt. Auch hier sind die proze ntualen Unterschiede zwischen 
#- O 


den einzelnen Proben nicht gréer als 7 


Die Resultate sprechen also dafiir, daB 70 ~ 75°. des frither mit 


" veteilten Wertes nach der Phosphorwolframsauremethode auf den 


wahren Vitamin C-Gehalt und die iibrigen 25 ~ 30°, auf die thio 
sulfatartigen Substanzen zuriickzufiihren sind. (Der dem = Anschein 
nach betrachtliche Fehler von 10°, tut in Wirklichkeit der weitgehenden 
Ubereinstimmung der beiden Werte, wie sie die Tabelle VII zeigt 
keinen Abbruch.) 

Tabelle VII. 








Nr. B-—E ( ‘I B—E ( 
mg°o mg”, mg” mg 
} 0,21 0,19 »4 0.27 0.30 
12 0,46 0,40 27 0,24 0.28 
18 0,82 0,95 28 0.73 0.65 
22 > 0,13 0.15 29 O42 O3% 
93 0,28 0,25 


Wenn man das Verhaltnis dieser Werte zu dem Gesamtreduktions 

C B—E : ; 

wert - 100° und - 100} nach 4A auflést. so erhalt man wi 
A A | 

Tabellen V und VI zeigen, bei Harn von Gesunden nach der Ferment 

methede durchschnittlich 62°. und nach unserer neuen Methede 63° 

(Minimum 39°), beim Harn der Kranken jedoch nach beiden Methoden 

54° 

{ 


zeigt. betragt der Fehler beim Harn von Gesunden nicht mehr als 


Wie der Vergleich der Ergebnisse bei den einzelnen Harnproben 


\° 


Q* 
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3°. und bei dem der Kranken bis — 5°%,. Es geht daraus her 
vor, daB sich der wahre Vitamin C-Gehalt nach unserer verbesserten 
Methode sehr einfach bestimmen |aBt, so daB man andere kompliziert: 
Methoden, wie z. B. die Fermentmethode, nicht zu Hilfe zu nehmen 


braucht. 


Bei den oben erwahnten Versuchen wurden mit Wasser auf zwei 
fache Menge verdiinnte Harnproben verwendet. Auch bei unver 
diinntem Harn kam man aber zu gleichen Resultaten, wie aus Ta 
belle VI[] ersichtlich. (In Tabelle VIIL[ sind die Ergebnisse bei im Winte1 
gelassenem Harn mit denjenigen bei Harn im Hochsommer einande: 
vegentibergestellt.) Bei der Bestimmung bei px — 4.5 unter kom 
binierter Anwendung der Ferment- und Phosphorwolframsauremethod 
(Schema II, F und G@) blieb bei Titration mittels 1] ccm 2 mg® igen 
Indophenols auch nach dem Zusatz der ganzen (mehr als 20 ccm) 
Titrierfliissigkeit noch eine unverkennbare rosige Farbe bestehen und 
der Reduktionswert erreichte bei Titration mit Icem 1 mg°/iger 
Indophenollésung meist nicht 0,07 mg%, die Reduktion war also 
hierbei kaum bestimmbar oder gleich Null. 


Tabelle VIII. 





( ( A B 
Nr. A B C B A A 
mo me, mg % % % 
Winterharn. 
31 0,33 0,19 0,13 68 39 42 
32 0,29 0,18 0,16 89 5d 38 
33 0.74 0,68 0,49 72 66 8 
34 0.29 0,20 0,16 80 55 31 
35 1,89 1,56 1,26 81 67 17 
36 0,52 0,34 0,24 71 46 35 
37 0,73 0,61 0,52 85 57 27 
Durchschnitt: 78 57 27 
Sommerharn. 
38 0.85 0,66 0,46 70 54 22 
39 1,02 0,97 0,58 60 57 5 
40 1,08 0,83 0,64 77 59 23 
$1 0,97 0,71 0,49 69 51 27 
{2 0,85 0,69 0,50 73 59 19 
13 0,80 0,58 0,43 74 54 28 
14 0,79 0.58 0,44 76 56 38 
Durchschnitt: 71 56 20 


Anmerkung: Nach Numata (6) gibt bei Harn die Bestimmungsmethoc: 


von Fujita und Ebihara (7) mittels des Pulfrich-Photometers keine exakten 


Resultate. 








re 
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Uber die thiosulfatartigen Substanzen. 


In den Tabellen LIT, IV und VIII bedeutet B-— C (baw. b) den 
Wert fiir die als Thiosulfat angesehenen Substanzen. Dieser betragt nun, 
wie Tabelle LX zeigt, bei normaleni Harn durchschnittlich 0,16 mg®,, 
(etwa 0,05 — 0.3 mg%) und bei pathologischen Zustanden durch- 
schnittlich 0,27 mg® [bei fieberhaften, namlich bei Nr. 18 und 21, 
und bei Krankheiten des BlutgefaBsystems (Nr. 25 und 26) etwas 
mehr}. Der Wert ist nach Tabelle X bei Hochsommerharn etwas 
hdher als bei Winterharn und neigt dazu, wie Tabelle XT zeigt, bei 
KiweiBbelastung zu steigen, 


Tabelle IX. 








Harn von Normalen Harn von Kranken 
' Thiosulfatartige 3 ; Phiosulfatartige 
Nr B Substanzen Nt at Substanzen 
mg°, mg”, mg”, mg”. 
l 0,19 0,22 18 0,51 0,59 
2 0,37 0,43 19 0,33 0,38 
3 0,27 0,31 20 0,26 0,30 
4 0,12 0,14 21 0,44 0,51 
5 0.14 0,16 22 0,02 0,02 
6 0,06 0,07 23 0,24 0,28 
7 0,16 0,18 24 0,02 0,02 
8 0,12 0,14 25 0,60 0,00 
9 0,16 0,18 26 0,42 0,45 
10 0,08 0,09 27 0,03 0,04 
11 0,12 0,14 28 0,32 0,37 
12 0,20 0,23 29 0,25 0,29 
13 0,14 0,16 30 0.10 0.12 
14 0,23 0,26 
15 0,05 0,06 
16 0 0 
17 0,28 0,32 
Durchschnitt: | 0,16 0,18 Durchsechnitt: — 0,27 0,351 
Tabelle X. 
Winterharn | Sommerharn 
Thiosulfatartige Thiosulfatartigé 
Ne. B Substanzen Nr. <a Substanzen 
mg% mg% mg mg”, 
31 0,06 0,07 38 0,20 0,23 
32 0.02 0,02 39 0,39 0,45 
33 0,19 0,22 10) 0,19 0,22 
34 0,04 0,05 41 0,22 0,25 
35 0,30 0,35 42 0,19 0,22 
36 0,10 0,12 43 0,15 O17 
37 0,09 0,10 44 0,14 0,16 


Durchsehnitt: 0,11 0,13 Durchschnitt: 0,21 (),24 
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Tabelle XI. 





\ Spezifisches ¢ A—B Thiosulfatartig 
Br. reel Gewicht A B ( B A A B-¢ Substanzen 
lasting des Harns 
mg*% mg% mg%, % °° "0 mg" mg”, 
1h vor 1,015 0,68} 0,46 0,80 65. 44 32 0,16 0,18 
nach 1,022 0.63! 0,63 '0,34 54 654 0 0,29 0.33 
16 =o vor 1,010 0,49 | 0,40'0,15 38 31 18 0,25 0,29 
nach 1,018 0,89 0,80 0,34 43 38 11 0,46 0,53 
47 vor 1,016 145 1,44 1,44 100 99 I 0) 0 
nach 1,022 3,63 | 3,33 | 2,58) 77° 71 8 0,75 0,86 


Nr. 45, 46: Abends Genuli von etwa 400 ¢ Rindfleisch. Messung um 


10 Uhr am niachsten Morgen. 

Nr. 47: Am Abend vorher und zum Friihstiick zusatzlich, sowie un 
10 Uhr vormittags je drei Hithnereier genossen. Messung um 2 Uhr nach 
mittags. 


Die obengenannten Zahlen, die sonst bei der Titration mit Indo 
phenol als Ascorbinsaure betrachtet werden, kann man folgenderweis« 
auf Thiosulfat umrechnen: 

Titriert man eine reime mit 2° ,iger Metaphosphorsaure angesauert: 
Na-Thiosulfatlésung gegen Indophenol, so erhalt man bei 0,47 mg®, Thio 
sulfatlésung einen Ascorbinsaéurewert von 0,41 mg®,,. bei 1,57 mg®,, Thio 
sulfatlésung einen Ascorbinséurewert von 1,38 mg®,. 

Der Betrag an Thiosulfat entspricht also 115°, des Ascorbinséure 
wertes. Danach berechnet, ist die Menge der als Thiosulfat angesehenen 
Substanzen im normalen Harn durchschnittlich auf 0.18 mg®,, im 
Harn von Kranken auf 0.31 mg®,, im Winterharn auf 0.13 mg®, und 


im Hochsommerharn auf 0.24 mg®, zu schatzen. Bei EiweiBbelastung 


oO 


zeigte sich eine Vermehrung bis zu 0,86 mg®,. (Mit Riicksicht darauf, 
dab ‘die reduzierende Wirkung des Thiosulfats gegen Indophenolfarb 
stoffe nicht stéchiometrisch, sondern von Konzentration, Titrations 
geschwindigkeit u. dgl. abhangig ist, zogen wir nur die Ergebnisse det 
langsameren Titration bei etwa 1 mg®%iger Konzentration in Betracht 
Der Anteil der thiosulfatartigen Substanzen am gesamten Reduk 


tionswert des Harns ist auf etwa 20° zu schatzen. Bei Steigerung des 


pu-Wertes kénnte wohl auch Ergothionein den Reduktionswert gegen 
Indophenolfarbstoffe vermindern {Gabbe (8)|, dies kann aber in unserem 
Falle auBer Betracht bleiben, da Ergothionein bereits vor der Titration 


mit Phosphorwolframsaure ausgefallt wird [Hunter und Eagles (9) 


Zusammenfassung und Schluffolgerung. 


1. Es wird eine Verbesserung unserer friiheren Methode zur Be- 
stimmung des Vitamin C-Gehalts im Harn mitgeteilt, die zu noc! 


genaueren Ergebnissen fithrt. 
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2. Es wurde festgestellt, daB der EinfluB des vorhandenen Thio- 
sulfats durch Titration bei einem py = 4,5 ausgeschaltet und so der 
Vitamin C-Gehalt genau bestimmt werden kann. 

3. Bei Berechnung nach der verbesserten Methode ist 70 — 75° 
des nach der fritheren Phosphorwolframsiuremethode erhaltenen 
Wertes als wahres Vitamin C im strengen Sinne aufzufassen. Die 
meisten Proben enthielten je etwa 0.4 mg® Vitamin C 

1. Vom gesamten (metaphosphorsauren) Reduktionswert des 
Harns entfallen durchschnittlich 54 — 63°) auf das wahre Vitamin C. 

5. Die Ergebnisse deuten auf das Vorhandensein von thiosulfat- 
artigen Substanzen im normalen Harn, deren Menge als Thiosulfat 
berechnet ungefahr auf 0,2 mg®, zu schatzen ist und bei fieberhaften 
Erkrankungen u. dgl. eine Neigung zur Vermehrung zeigt. 
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Hefewuchsstotfe in Holz. 
Von 
Curt Enders und Max Hegendorfer. 
(Aus der wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 
(Eingegangen am 21, Oktober 1940.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Wabrend das Vorkommen von Aatherléslichen Wuchsstoffen der 
Gruppe A nach Nielsen (1) in Holzpflanzen durch Czaja (2), Jost (3) 
und Séding (4) naher untersucht worden ist, ist tiber die Wuchsstoffe 
der Gruppe B mit Ausnahme einer Arbeit von Dagys (5), der Hefe- 
wuchsstoffe in Knospen, Blattern und Nadeln von Holzpflanzen nach 
weisen konnte, unseres Wissens nichts bekannt. 
Mit unserer friiher mitgeteilten Bestimmungsmethode (6) wurde 
der relative Gehalt an wasserléslichem Hefewuchsstoff in verschiedenen 
Holzproben untersucht, namlich: 
1. Buche 122 Jahre alt (Mitteldeutschland), 8m iiber dem Boden. 
2. Buche 122 Jahre alt (Mitteldeutschland), 0,30 m iiber dem Boden. 
3. Buche 52 Jahre alt (Mitteldeutschland), 10m iiber dem Boden. 
4. Buche 52 Jahre alt (Mitteldeutschland), 2,30 m iiber dem Boden. 
5. Buche (Bayern). 

3. Fichte (Schalspane). 

7. Quebracho. 


Die Holzproben wurden in einer langsam laufenden Schlagmiihle bei 
niedriger Temperatur gemahlen, Proben von 10g im Extraktionsapparat 
von Soxhlet mit Ather von Harz befreit und mit 180 cem Wasser und 20 ccm 
n NaOH 2 Stunden gekocht. Der filtrierte Auszug wurde in zweierlei Weise 
aufgearbeitet. 


a) Der erhaltene Extrakt wurde mit Calciumhydroxyd quantitatiy 


gefallt, filtriert, bei 70° C mit Kohlensaure gesattigt, erneut filtriert und auf 


50 cem eingeengt. Die so gewonnene Lésung wurde nach Schiitteln mit 
lg Kieselgur filtriert und auf 10cem eingeengt. 1 ccm der Lésung ent- 
sprechen also 0,25 g Holz. 

b) Ein anderer Teil des Extraktes wurde mit dem doppelten Volumen 
96 %igem Alkohol gefallt, nach dem Filtrieren und Wegkochen des Alkohols 
mit Wasser wie unter a) angegeben weiterbehandelt. 

Der relative Wuchsstoffgehalt der Extrakte, ausgedriickt durch den 
korrigierten Faktor* nach Nielsen, ist in Tabelle I angegeben: 

Aus der Tabelle, in der die Faktoren bei Zusatz von 0,5 bzw. 1 cem 
Holzextrakt angegeben sind, geht deutlich hervor, daB in allen Holz- 
proben zellvermehrende Hefewuchsstoffe nachweisbar waren, mit 
Ausnahme des bayerischen Buchenholzes. Es scheint also, da der 
Wuchsstoffgehalt von Hélzern je nach Provenienz stark schwanken 





* S. Tabelle L. 
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Tabelle I. 








Faktor* bei Zusatz von Faktor* bei Zusatz von 
Ho)z- a b Holz- a bh 
probe probe 
0,5cem | Leem 0,5ecem lecm 0.5cem leem 0O,5¢em leem 
1 2,4 1,0 3,0 1,2 5 1,0 - 1,3 1,0 
2 2,0 1,0 2,7 1,4 6 2,0 2,4 3,0 1,4 
3 2,9 2,0 3,0 2,3 7 3,0 3,6 1,1 1,5 
+ 3,6 3,6 a3 3,0 


* Die Faktoren driicken das Verhiltnis von Hefeernte mit Wuchsstoff zu Hefeernte ohne 
Wuchsstoff aus unter der Voraussetzung, da®B 0,6mg wuchsstofffrei geziichtete Hefe in 10 ccm 
Ansatzlésung eingeimpft werden und der Versuch 24 Std. bei 25°C gehalten wird. 


kann. Der hohe Gerbstoffgehalt des Quebrachoholzes wird durch die 
Reinigung des Holzextrakts mit Alkohol nicht entfernt und bewirkt 
Hemmung des Hefewachstums, so daB der Wuchsstoffgehalt nicht zur 
Geltung kommt. Wider Erwarten zeigen die Fichtenschalspine, also 
das Gewebe der stirksten Zellvermehrung im lebenden Baum, keine 
stirkere Hefewuchsstoffwirkung als die Buchenholzproben aus Mittel- 
deutschland. Der Wuchsstoffgehalt der jiingeren Buche ist héher als 
der der alteren. Ob dies eine allgemein giiltige Erscheinung ist, kann 
erst an einem gréBeren Untersuchungsmaterial festgestellt werden. 
Der Wuchsstoffgehalt der unteren Partien ist bei der 52jahrigen Buche 
groBer als derjenige héherer Anteile. Bei der 122 jahrigen Buche scheinen 
die Verhaltnisse umgekehrt zu sein. 

Zweifellos ist das Vorkommen zellvermehrender Hefewuchsstoffe 
in den hoch entwickelten Holzpflanzen eine theoretisch sehr inter- 
essante Tatsache, falls die Ansicht zu Recht besteht, daB diese Gruppe 
von Wirkstoffen nur fiir ,,niedere’* Pflanzen Bedeutung hat. Man wird 
dann fiir das Vorkommen dieser Stoffe in Holzpflanzen vielleicht eine 
entwicklungsgeschichtliche Erklirung suchen miissen. Bei diesen 
Versuchen war mit steigendem Zusatz von Wuchsstoffextrakt mehrfach 
ein deutlicher Abfall der Wuchsstoffwirkung zu verzeichnen. Es er- 
schien daher von I[nteresse, bei einem Extrakt die Abhangigkeit der 
gefundenen Faktoren von der zugegebenen Extraktmenge zu unter- 
suchen. Verwendet wurde Buchenholz (Holzprobe Nr. 4), das bei dem 
vorhergehenden Versuch den héchsten Biosgehalt aufgewiesen hatte. 

50 g Holz wurden im Soxhlet-Apparat von Fett und Harz befreit und 
mit 100 cem n NaOH und 900 cem Wasser 2 Stunden gekocht. Nach dem 
Filtrieren wurde die erhaltene Lésung mit Caleciumhydroxyd bis zur voll- 
staindigen Fallung versetzt und nach dem Ausfallen des iiberschiissigen 
Ca(OH), mit Kohlenséiure und Eindampfen auf 100cem mit 200 ccm 
96 %igem Alkohol gefallt, der Alkohol aus dem Filtrat wie iiblich durch 
Kochen mit Wasser entfernt und das erhaltene wisserige Konzentrat 
12 Stunden mit 4g Kieselgur geschiittelt, auf 100 cem nach dem Filtrieren 
eingeengt und wechselnde Mengen des Extrakts durch Konzentrieren oder 
Verdiinnen auf 1 cem gebracht und den Wachstumsversuchen beigegeben. 
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wter: Hefewuchsstoffe in Holz. 





Tabelle LI. 
ixtrakt aus mg Holz LOOU 500 250 0 25 ) 2,5 0,5 0,2 
/ 2,3 yr) 2,3 Le 1,4 1,3 1,4 1,0 0,8 


Der Verlauf der Kurve zeigt 


eine relativ viel gréBere Wirkung bhi 


kleinen Extraktmengen als bei gr6Beren. Bei Verwendung von Extrakt 


mengen, die mehr als 250 mg Holz entsprechen, ist bei den eingehaltene: 


Versuchsbedingungen 


keine wesentliche Steigerung der Wuchsstoff 


wirkung zu verzeichnen (,,Satti 





gung ’7‘*). Das Erreichen eines 





Sattigungszustandes konnte aucl 
Nielsen (7) im Verlauf von Wuchs 
Wiirze und 
Hefewasser feststellen. Die dort 


stoffmessungen an 


gefundene Sattigung liegt aber 


wahrscheinlich bedingt durch dis 





Extrak? aus mg Hole —= 
Abb. 1. 


fundenen 
vegebenen, bei / 13. bis 14. 
angibt, werden auch von ihm 
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Verschiedenheit der verwendeten 
Heferassen, die auch dafiir ver 
machen ist, dal) 


Methode ge 


antwortlich zu 


die nach unserer 


Faktoren durchwegs tiefer liegen als die von Nielsen an 


Hohere Faktoren als dieses Optimum 


nicht gefunden. Auberdem ist dem 


Nielsen-Faktor auch durch die gesetzmabige Abhangigkeit von Hefe 


aussaatmenge und Biosgehalt der Hefe eine Grenze gesetzt (6). Das 


wohl durch die Zusammensetzu 
stoffe /) bedingte Auftreten eines 
konnte nicht beobachtet werden, 


ng der jeweiligen Extrakte (Hemm 
Maximums der Wirkung von Bios (8, 9 
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Cher Grenzdextrine und Stirke. 
IX. Mitteilung: 
Primare Spaltung der Stirke durch die Dextrinogenamylase des Malzes. 
Von 
Bertil Ortenblad und Karl Myrbiick. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stoeekholm.) 


(Eingegangen am 28, Oktober 1940.) 


Seitdem ££. Ohlson (1) der Beweis einwandfrei gelungen war, dab 
die sogenannte Malzamylase ein Gemisch von (mindestens) zwei Amy- 
lasen, Dextrinogenamylase und Saccharogenamylase, ist, wurde von 
mehreren Seiten bestatigt, das diese zwei Enzyme die Starke in ganz 
verschiedener Weise angreifen. Die allgemeine Ansicht ist nunmehr., 
daB die Saccharogenamylase direkt aus der Starke Maltose abspaltet, 
und zwar von den freien, nicht reduzierenden Kettenenden aus. Die 
Spaltung hért auf (bei etwa 60°, Verzuckerung), wenn Anomalien 
(u.a. Zweigstellen) im Bau des Starkemolekiils die weitere Abspaltung 
von Maltosemolekiilen verhindern, Uber die Wirkungsweise der Dextri- 
nogenamylase sind wir weniger gut unterrichtet. Wir wissen nur, dai} 
das Enzym die Starke schnell in Produkte iiberfiihrt, die nicht mehr 
von Jod gefarbt werden und die ein verhaltnismaBig niedriges Molekular- 
gewicht haben. Bei weiterer Einwirkung des Enzyms wird auch hier 
Maltose freigesetzt, daneben auch, wie in der XI. Arbeit dieser Reihe 
vezeigt werden soll, Glucose. Die Spaltung verlangsamt sich allmahlich 
und die sogenannte Verzuckerungsgrenze ist auf alle Falle nicht sehr 
scharf. Es ist selbstverstandlich mdéglich, daB~ die verschiedenen 
Wirkungen der Dextrinogenamylase (Dextrinierung, Maltose- und 
Glucosebildung) von verschiedenen Enzymen_ herrithren, dali mit 
anderen Worten die sogenannte Dextrinogenamylase ein Gemisch von 
mehreren Enzymen ist. Tatsachen, die direkt dafiir sprechen, sind aber 
gegenwartig nicht bekannt. Unabhangig davon ist aber die erstgenannte 
Wirkung des Enzyms, die Dextrinierung, vom chemischen Standpunkt 
aus sehr interessant. Wahrend namlich die Saccharogenamylase, wie 
erwahnt, nur normal gebaute Ketten mit freier, nicht reduzierender 
Endgruppe abbauen kann und iiber die Anomalien der Ketten (Ver 
zweigungen usw.) nicht hinwegschreiten kann, so mui angenommen 
werden, daB die Dextrinogenamylase die Ketten auch zwischen den 
Anomalien sprengt (2). An und fiir sich denkbar ware natirlicherweise 
auch, da die Dextrinogenamylase eben die anormalen Bindungen in 
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der Starke lést, wobei also nur normal gebaute Ketten entstehen wiirde: 
die wohl dann von der Saccharogenamylase total verzuckert werde: 
sollten. Nun findet man aber mit einem Gemisch von Saccharoger 
und Dextrinogenamylase gar keine totale Verzuckerung, sondern e- 
bleiben relativ groBe Mengen von niedrigmolekularen Grenzdextrine: 
iibrig (3). SchlieBlich haben wir wenigstens in einem Falle zeige: 
kénnen, daB ein so erhaltenes Grenzdextrin eben eine anormale Bindung 
namlich eine «-glykosidische 1, 6-Bindung enthalt (2). Es ist anzu 
nehmen, daB diese Grenzdextrine den Zweigstellen des Starkemolekiils 
entsprechen. Weder die Saccharogen- noch die Dextrinogenamylase 
greift (wenigstens nicht in maBiger Zeit) die 1, 6-Bindungen an. Dic 
Ketten werden also von der Dextrinogenamylase zwischen den Zweig 
stellen gesprengt. Es ist aber nicht denkbar, daB das Enzym willkiirlich 
eine Bindung zwischen zwei Zweigstellen angreift, sondern man mul. 
wie a.a.QO. hervorgehoben wurde, annehmen, daB das Enzym nur 
Bindungen in bestimmten Lagen im Molekiil angreift (wenn man 
namlich nicht unterstellen will, daB es eine dritte noch unbekannte Art 
von Bindungen lést). Wie man sich die Lage dieser vorzugsweise 
lésbaren Bindungen denken kénnte, haben wir a.a. QO. auseinander- 
gesetzt. 

Wenn man in der Starke tiberhaupt verzweigte Molekiile annimmt 
(an und fiir sich k6nnen unsere Grenzdextrine selbstverstandlich auch 
aus unverzweigten Molekiilen stammen!), so mu man sich vorstellen. 
daB die Dextrinogenamylase diese Molekiile zwischen den Zweigstellen 
spaltet. Nach K.H. Meyer (4) sollen nun die Amylopectinmolekiile 
verzweigt, und zwar sogar mehrmals verzweigt, die Amylosemolekiile 
jedoch unverzweigt sein und es scheint auch viel dafiir zu sprechen 
Angenommen, die Dextrinogenamylase spalte nur primar verzweigte 
Ketten, so miiBte, wenn man das Enzym auf Starkekleister einwirken 
laBt, bei der Dextrinierung die Amylose zunachst unangegriffen bleiben 
Wenn namlich die Amylose, wie K.H. Meyer erklart, ganz nach der 
Haworthschen Formel gebaut ist, so gibt es ja darin keine Bindungen. 
die durch eine besondere Lage ausgezeichnet sind. Zwar bilden ja die 
Dextrinogenamylasepraparate allmahlich Maltose: das Enzym_ ver- 
zuckert also mit der Zeit die Amylose: diese Wirkung ist aber im Ver 
haltnis zu der Dextrinierung so langsam, daB nach der primaren Spaltung 
der verzweigten Molekiile die Amylose noch beinahe ihre volle Ketten- 
lange besitzen sollte. Dies ist aber gar nicht der Fall: Die Starke wird 
schnell ganz in niedrigmolekulare Dextrine gespalten. Die Dextrinogen 
amylase zerlegt also auch die Amylose in Dextrine, was ja tibrigens 
schon daraus hervorgeht, daB die Farbbarkeit durch Jod verschwindet 
Man muB zugeben, daB dies sehr schén durch die Theorie Freuden 
hergs (5) erklart werden kénnte, daB die -Amylasen die Starkeketten 
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wahllos‘* zerschlagen, d. h. willkiirlich Bindungen lésen, die in einem 

vewissen Mindestabstand von den Kettenenden liegen. Wenn wir dies 
mit Hinsicht auf die allgemeinen Kenntnisse tiber die Spezifitat der 
Enzyme als weniger wahrscheinlich betrachten und annehmen wollen, 
daB auch die Dextrinogenamylase nur ganz bestimmte Bindungen 
spaltet, so sind wir uns bewubt, daB dies zu dem SchluB fiihrt, dab 
auch in den Amylosemolekiilen Bindungen vorkommen miissen, die 
sich irgendwie von den anderen unterscheiden. Deswegen brauchen 
selbstverstandlich nicht notwendigerweise Verzweigungen — vorzu- 
kommen, 

Die durch die Dextrinogenamylase primar erzeugten Dextrine ver- 
dienen auf alle Falle eine nahere Untersuchung. Sie sind sowohl durch 
Saccharogen- wie durch Dextrinogenamylase weiter spaltbar, ebenso 
durch andere Amylasen. Sie haben ein niedriges Molekulargewicht, 
so daB ihr Polymerisationsgrad genau bestimmt werden kann. Sie 
enthalten noch, wenigstens zum Teil, die Anomalien der Starkemolekiile. 
Ks ist zu erwarten, da z. B. die Untersuchung ihrer Spaltung durch 
verschiedene Amylasen Aufschliisse geben kann iiber die Lage der 
anormalen Bindungen usw. (siehe X. Mitteilung). 


Im folgenden wird iiber z-Dextrine aus Kartoffelstarkekleister 
berichtet. 


720 g (Trockengewicht) Kartoffelstarke wurden mit etwa 9 Liter Wasser 
verkleistert. Nach Abkiihlen auf 65° wurden 100 cem und nach weiterem 
Abkiihlen auf etwa 56° nochmals I0ccem Dextrinogenamylaselésung 
zugesetzt. Diese war nach EF. Ohlson (1) durch Erhitzung von Malzextrakt 
auf 70° wahrend 15 Minuten gewonnen. Nach 6 Stunden, als die Reaktions 
mischung mit Jod nur eine ganz schwache rétliche Farbung gab, wurde 
schnell aufgekocht. Garproben im kleinen Mafstabe mit frischer Brauerei- 
hefe zeigten, daB etwa 7,7°,, der Starke in vergaérbarer Form vorlagen. Die 
ganze Lésung wurde dann wiahrend 24 Stunden mit frischer Brauereihefe 
behandelt. Reduktionsbestimmungen vor und nach der Giairung zeigten, 
daB etwa 61g Maltose beseitigt wurden. Die vergorene Lésung wurde aut 
\,1 Liter eingeengt und mit 1,2 Liter 95° ,igem Alkohol versetzt. De 
reichliche Niederschlag wurde mit Alkohol gewaschen, in Wasser geldést 
und mit Alkohol fraktioniert gefallt, wobei die Fraktionen |— VIII erhalten 
wurden. Aus Mutterlauge der ersten Fallung + Waschalkohol wurden 
die Fraktionen IX—XIV dargestellt.  Zwischen den Fallungen wurde 
mehrmals eingeengt, da die letzten Fraktionen in verdiinntem Alkohol 
betrachtlich léslich sind. Zusammenstellung in Tabelle I. 


1. Zusammen wurden 74,15°, der Starke als Dextrine wieder- 
gewonnen. Da 7,7°%, in vergirbare Stoffe gespalten waren, betragt 
der Substanzverlust etwa 26°. und setzt sich zusammen aus den unver- 
meidlichen Verlusten bei der Uberfiihrung der zum Teil sehr klebrigen 
Niederschlage in die Form trockener Pulver und Verlusten durch die 


Léslichkeit auch in sehr starkem Alkohol, die jedoch sehr klein sein 
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Tabelle L. 





Frak- Menge ing 


Mengein® Vergiirbare Spezielle Reduktion Molekular 


22% pe eg der Stirke Stoffe in % Jodfarbe Drehung % Glucose gewicht 
I 8.9 1,24 0 violett 44 $100 
I] 137,0 19,02 0 rotbraun 196° 4,4 $100 
Lil 79,9 11,09 0 rot 202 6,14 2940 
[V 33,4 4,64 0 gelbrot 193 9,42 1910 
V 87,5 12,14 1 gelb? 19] 15,7 1150 
VI 22,4 3,11 2 keine 187 16,5 1090 
VII 2,8 0,39 l " 184 16,4 1100 
VIII 11,4 1,52* 4 ae _ 18,9* 950 
LX 79,3 11,01 l rétlich ? 189 14,4 1250 
X 27,9 3,88 I keine 187 15,7 1150 
XI 1,0 0,56 2 se 186 16,9 1070 
XII 15,9 214* 3 nA 184 17,6* 1020 
XIII 17,0 2,29 * 3 ‘i 182 17,4* 1030 
XIV 8,8 1,12* 8 Pe 23,9* 750 


* Wegen, des Maltosegehaltes korrigiert, 


diirften, Die Versuche bestatigen die Beobachtung, daB die Dextrinogen 
amylase die Starke vollkommen in niedrigmolekulare Dextrine jibe: 
fiihrt, ohne daB gleichzeitig nennenswerte Mengen vergarbarer Zucke: 
entstehen. Die erste Phase der Wirkung des Enzyms ist eine wirk 
liche Dextrinierung. Die Bildung vergiarbarer Zucker setzt selbst 
verstandlich gleichzeitig ein, jedoch mit einer viel geringeren G: 
schwindigkeit. Die Zuckerbildung ist ein von der Dextrinierung ver 
schiedener ProzeB. 

2. Einige der Dextrinfraktionen zeigen noch eine im Vergleich zu 
der der Starke jedoch sehr schwache Farbbarkeit durch Jod. In diesen 
Fraktionen sind noch unvollstandig dextrinierte Starkeabbauprodukt: 
in kleiner Menge vorhanden. Wahrscheinlich ist das Molekulargewicht 
dieser Stoffe wesentlich héher als die fiir die Fraktionen oben an 
gegebenen Mittelwerte. Selbstverstandlich ist tiberall zu beachten 
daB die Fraktionen Mischungen von mehreren Abbaustufen sein 
diirften. 

3. Die spezifische Drehung der Dextrinfraktionen ist hoch ; die ent 
sprechende Zahl fiir lésliche Starke ist etwa +- 207° (Drehungen tiberall in 
Hg-Licht mit Bichromatfilter gemessen). Vergleicht man die Drehungen 
der hier dargestellten Dextrine mit denen teilweise a. a. O. beschriebene! 
(renzdextrine von entsprechenden Molekulargewichten (3) (6), so findet 
man keine nennenswerten Abweichungen. Die Drehungen der durc!} 
Dextrinogenamylase gewonnenen Dextrine sind also in recht guten 
Kinklang mit den Werten, die man nach den Freudenberqgschen Regeln 
unter der Annahme berechnet, da sowohl sie als die Starke selbst de: 


Maltosereihe angehéren. Wie gezeigt werden konnte (7), laBt sich aber 
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daraus durchaus nicht der SchluB ziehen, daB sie nur Maltosebindungen 
enthalten. 


4. Etwa 27°, der isolierten Dextrine haben ein Molekulargewicht 
yon 4100. Obgleich die Fraktionen selbstverstandlich uneinheitlich 
sind, verdient wohl erwahnt zu werden, da dies einer Kettenlange 
von etwa 25 Glucoseeinheiten entspricht, eine Zahl, die sich durch 
die Endgruppenbestimmungen fiir die mittlere Kettenlange der Starke 
molekiile oder, wie man wohl jetzt sagen kann, fiir die mittlere 
Lange der Seitenketten ergibt. Vom Rest unserer Dextrine haben 
etwa 15° das mittlere Molekulargewicht 2900; 6 °° haben Wo 1900 


und 52°, etwa 1000. Da nun bei der Behandlung der Starke mit 


Dextrinogenamylase nicht nur die Dextrinierung, sondern auch die 
Abspaltung von Maltose (und Glucose) sofort einsetzt, so ist es 
klar, da man in einem Versuch wie diesem nicht oder nur teilweise 
die primar entstehenden Dextrine erhalt, sondern gr6éBtenteils Dextrine 
aus welchen schon Teile als vergirbarer Zucker abgespalten worden 
sind. Andererseits betrug die beim Spaltungsversuch gebildete Menge 
7,7° der Starke. Es kann also 


behauptet werden, daB die Kettenlangen der isolierten Dextrine im 


vergarbarer Zucker nicht mehr als 


Mittel h6chstens 7,7 °,, kiirzer sind als die der primar gebildeten Dextrine 
Die Fraktionierungsversuche erlauben also eine recht genaue Bestimmung 
der Kettenlinge der primar durch die dextrinierende Wirkung der 
Dextrinogenamylase entstandenen Spaltprodukte. Besonders — be 
achtenswert erscheint uns das Ergebnis, da} iiber die Halfte der isolierten 
Dextrine (in Wirklichkeit bestimmt noch mehr. weil die Verluste bei 
der Isolierung eben die niedrigmolekularen Fraktionen treffen) ein 
Molekulargewicht von rund 1000 haben. Da nicht weniger als zehn 
Fraktionen dieselbe Zahl zeigen, so mu®B angenommen werden, dat} 
wenigstens die mittleren Fraktionen recht einheitlich sind. Einem 
Molekulargewicht von 1000 entspricht nun eine Kettenlinge von 
sechs Glucoseresten: Die isolierten Dextrinfraktionen V XIV _ ent- 
halten also im groBen und ganzen Hexaosen, oder man darf wohl sogar 
sagen eine Hexaose, denn die gefundenen kleinen Unterschiede in 
reduzierender Wirkung und spezifischer Drehung werden ohne weiteres 
durch den Gehalt kleiner Mengen héherer Dextrine bzw. Maltose, Ver 
unreinigungen aus der Enzymlésung usw. erklart. Im Hinblick auf das 
oben Gesagte iiber die Verluste bei der Isolierung diirfte behauptet 
werden kénnen, da Dextrinogenamylase die Kartoffelstarke primar 
a= 0 


5° Dextrine héheren Molekulat 


in etwa 65°. Hexaose und etwa 


gewichts zerlegt. 


Nach K. H. Meyer (9) besteht die Maisstarke zu etwa 85°. aus 


oO 


Amylopektin und zu etwa 15°, aus Amylose. Selbstverstindlich kann 
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nicht ohne weiteres behauptet werden, daB die Zusammensetzung de 
Kartoffelstarke dieselbe ist; soviel diirfte jedoch gesagt werden kénnen 
daB unméglich die ganze Menge der Hexaose aus der Amylose stamme: 
kann, sondern da das Enzym auch aus dem Amylopektin viel Hexaos: 
bilden muB. 
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Amylasewirkung auf oxydierte Stirke. 
Von 


B. Ortenblad und K. Myrbiick. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 28. Oktober 1940.) 


Vor mehr als 4 Jahren wurde in einer Arbeit aus diesem Labora- 
torium gezeigt (1), dal} man verschiedene Sorten von Starke und Dex- 
trinen mit groBem Uberschu8 von alkalischer Jodlésung behandeln 
kann, ohne daB ihr Verhalten gegeniiber den beiden Amylasen des 
Malzes irgendwie verandert wird. Da durch die erwahnte sehr intensive 
Oxvdation alle eventuell vorhandenen reduzierenden Gruppen oxydiert 
sein muBten, konnte geschlossen werden, daB reduzierende Gruppen 
der Substrate fiir den Angriff der beiden Enzyme keine Rolle spielen. 
Allgemein wird ja auch nunmehr angenommen, daf die Saccharogen- 
amvlase die Starkeketten von den freien, nichtreduzierenden Enden aus 
angreift. 

Um so eigentiimlicher erscheinen gewisse von K. Mayer gemachte 
Angaben iiber die Amylasespaltung jodoxydierter Starke (2). Wahrend 
die jodoxydierte Starke von Amylophosphatase angegriffen wird, soll 
sie gegentiber der Amylase der Gerste (Saccharogenamylase) und der 
z-Amylase des Malzes (Dextrinogenamylase) resistent sein. ,,Es besteht 
somit in dieser Hinsicht kein Unterschied zwischen x- und b-Amylase, 
denn beide sind unwirksam gegeniiber oxvdierter Stirke, was besagt, 
da’ beide, um iiberhaupt einwirken zu kénnen, eine freie endstandige 
Aldehydgruppe als Haftstelle bendtigen.”’ Unser gegenteiliger Befund 
wird von Mayer nicht erwahnt. 

Untersucht man, wie Mayer seine ,,oxydierte Starke’ dargestellt 
hat, so findet man foleendes: Gew6hnlicher Starkekleister verbraucht 
kleine Mengen von Jod. ehe eine bestehende Blaufarbung auftritt: es 
wird angenommen, dab der Jodverbrauch auf Oxvdation freier Aldehyd- 
vruppen beruht und daB, wenn bestehende Blaufairbung eintritt, alle 
Aldehvdgruppen oxydiert sind. Diese Annahme ist nicht richtig: die 
Starkekleister sind neutral oder schwach sauer und eine Oxydation von 
Aldosen tritt in solchen Lésungen tiberhaupt nicht ein, sondern erst 
oberhalb von pu etwa 9 [siehe z. B. (3)|. Die Produkte Mayers sind 
also gar keine oxydierte Starke. (Ob wirklich freie Aldehydgruppen in 
der Starke vorkommen, ist eine Frage fiir sich, auf die wir in diesem 
Zusammenhang nicht eingehen.) 

Schon aus diesem Grunde ist einleuchtend, dab die Unangreifbar- 
keit der Mayerschen Produkte auf anderen Ursachen beruhen mub; es 
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liegt nahe, an Giftwirkung des Jods auf die Enzyme zu denken. Ob 
gleich unsere zitierten Versuche eindeutig zeigen, daB Starkepraparat« 
die unméglich mehr freie Aldehydgruppen enthalten kénnen, voll 
kommen normal von den Malzenzymen angegriffen werden, haben wit 
noch einige Kontrollversuche angestellt. 

Kleister wurden nach Mayer bereitet. Sie verbrauchten bis zum Aut 
treten der bleibenden Blaufarbung etwas weniger Jod als die Kleiste) 
Mayers. Nach Zusatz der von Mayer angegebenen Mengen Jodlésuny 
(0,65ceem 0,01n Jod auf 50cem 2°%igen. Kleister) blieb die Mischung 
dauernd blaulich. 25 cem des ,,oxydierten** Kleisters wurden mit 5 eem 
Acetatpuffer von py 5,3, 15 com Wasser und 5 cem Malzamylase versetzt, 
eine Parallelprobe auBerdem mit 0,3. cem 0,01 n Thiosulfatlésung. 

In Tabelle | finden wir die nach verschiedenen Reaktionszeiten 
bei 36° gefundenen Spaltungsgrade: ein Versuch mit unvorbehandelte: 
Starke wird mit angefiihrt. 

Tabelle I. 





Zeit % Substrat gespalten 


Min. Ohne Thiosulfat Mit Thiosulfat 


Unvorbehandelte 
Stiirke 


3 0 26,2 25,2 
6 () 46,2 44,7 
rf) 0 


Der Kleister nach Mayer ist also vollkommen resistent, wird abet 
nach Zusatz von einer kleinen Menge von Thiosulfat véllig normal 


gespalten. Die Resistenz beruht also nur darauf, daB das vorhanden 


Jod die Enzyme vergiftet. 

In einem zweiten Versuch wurde zum Kleister nur soviel Jodlésung 
(etwa 0,4 cem) zugesetzt, daB die Mischung absolut farblos blieb. Dieses 
Substrat wurde auch ohne Zusatz von Thiosulfat normal gespalten 


150 cem 2%iger Stiarkekleister wurden mit 10 cem 017 n Jodlésuny 
und dann sehr langsam (4) mit 1l eem 0,34n NaOH versetzt. Nach einer 
halben Stunde wurde mit 3,5 cem n Schwefelséiure angesauert und das frei 
gesetzte Jod durch einen sehr kleinen UberschuB von Thiosulfat beseitigt 
Die Mischung wurde mit 240 cem Alkohol gefallt, der Niederschlag mit 
Alkohol gewaschen, in Wasser gelést, zum Vertreiben des Alkohols gekocht 
und auf einen Gehalt von 2°, verdiinnt. Spaltungsversuche wurden wi 
oben angestellt: 


Tabelle II. 





Min. % Stiirke gespalten 
2 15,6 
4 31,0 
6 45,8 
Die Farbbarkeit mit Jod verschwand normal. Sowohl Saccharogen 
amylase wie Dextrinogenamylase wirken also auf diese, im wahren 
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Sinne des Wortes oxydierte Starke genau so ein wie auf unvorbehandelte 
Starke. Die Angaben Mayers sind also fehlerhaft und beruhen wahr 
scheinlich darauf, daB in den Substratlésungen freies Jod vorhanden 
war. Daf die Amylophosphatase trotzdem wirksam war, hingt wahr 
scheinlich damit zusammen, daB dieses Enzym gegeniiber Jod weniger 
empfindlich ist als die Amylasen. 

Zur Arbeit Mayers ist sonst hervorzuheben, dal} die Verfliissiguny 
der Starke, die durch Malzextrakt im Gegensatz zu Gerstenextrakt 
verursacht wird, im groBen und ganzen auf dem Gehalt des Malz- 
extrakts an Dextrincgenamylase beruht. Wie z. B. aus der voran 
yehenden Arbeit hervorgeht, wird durch die Wirkung dieses Enzyms 
die native Starke vollstandig in Dextrine zerlegt, die ein Molekular- 
vewicht von weniger als 4060, meistens um 1600 haben, und deren 
Lésungen beinahe die Viskositaét des Wa'ssers aufweisen. Die Saccha 
rogenamylase von Gerste bzw. Malz iibt dagegen auf die Viskositit des 
Substrats nur ganz geringe Wirkung aus, da die neben Maltose ent- 


stehenden §-Grenzdextrine noch ein sehr hohes Molekulargewicht haben. 
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Uber Grenzdextrine und Stirke. 
X. Mitteilung: 
Primirprodukte der Starkespaltung durch Dextrinogenamylase. 
Von 
Karl Myrbiick. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 28, Oktober 1910.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In der vorangehenden Arbeit wurde gezeigt, das bei der Einwirkung 
der Dextrinogenamylase die Starke vollkommen in Dextrine niedrige 
Molekulargewichts verwandelt wird. (Von den winzigen Mengen 
Substanz, die bei der Spaltung der Starke durch Amylasen immer als 
unléslicher Rest zuriickbleibt, wird dabei abgesehen.) Wir miisse) 
schlieBen, dab sdmtliche Stirkemolekiile von der Dextrinogenamylase 
und zwar in etwa derselben Weise angegriffen werden. Wenn die Stark 
nicht nur ein Gemisch von Polymerhomologen im Sinne Staudingers 
sondern ein Gemisch von Molekiilen prinzipiell verschiedenen Baues 
[z. B. nach K. H. Meyer (1) ein Gemisch von einfachen und verzweigten 
Ketten] sein sollte, so muB angenommen werden, da® das Enzym alle 
Arten von Molekiilen angreifen kann. 

Zwar kénnte man annehmen, dal, wenn einfache Kettenmolekiile vor 
handen sind, diese bei Jangerer Einwirkung des Enzyms allmdhlich durch 
Abspaltung von Maltose gekiirzt und vielleicht sogar vollstandig in Maltose 
zerlegt werden. Bei einer Spaltung dieser Art miiBte aber neben Dextrinet 
sehr viel Maltose erzeugt werden und dies ist, wie u.a. aus der voran 
gehenden Arbeit hervorgeht, gar nicht der Fall. Gibt es in der Starke 
neben verzweigten Molekiilen auch einfache, so werden auch diese durch 
die Dextrinogenamylasen dextriniert. 

Denkbar wire selbstverstandlich als Erklarung die von Freudenberg 
daB namlich die g-Amylasen Ketten mit «-glykosidischen 1, 4-Bin 
dungen ,,wahllos* zerschlagen. Dabei miiBten aber Spaltstticke von 
allen méglichen Laingen entstehen, was nicht der Fall ist. Des weiteren 
sind die jetzt gelaufigen allgemeinen Vorstellungen tiber die Spezifitat 
und Wirkungsweise der Enzyme kaum mit der Annahme von Freuden- 
berg vereinbar. Selbstverstandlich kann diese Hypothese nicht ohn 
weiteres als unrichtig bezeichnet werden: es scheint mir aber waht 
scheinlicher, daB sich die von der Dextrinogenamylase primar gelésten 
Bindungen von den anderen irgendwie unterscheiden, sei es, da sie 
an sich anders sind, oder eine bestimmte Lage im Verhaltnis zu Anomalien 
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m Bau des Molekiils {vgl. (2)] einnehmen oder aber einen gewissen 
bestimmten Abstand vom freien Kettenende haben. 
Denkt man sich das Starkemolekiil als eine einfache, mehr oder 
weniger gestreckte Kette, so ist nicht einzusehen, warum ein Enzym 
eben die 25. oder die 30. von vielen gleichen Bindungen angreifen sollte 
mehr als ein Viertel der Dextrine haben ein Molekulargewicht > 4000!). 
Nimmt man dagegen an, daB das Kettenmolekiil in ganz bestimmter 
Weise zusammengewickelt ist, so erscheint es durchaus méglich, dal 
bestimmte Punkte desselben der Enzymwirkung zuginglicher sind als 
andere, ohne daB man darum annehmen miibte, daB die gesprengten Bin- 
dungen an sich anders sind als die iibrigen. Von gré8tem Interesse sind 
dabei die von Hanes (3) und anderen eingefiihrten Vorstellungen iiber den 
Bau des Starkemolekiils, die von Freudenberg anlaBlich der Untersuchung 
der Schardinger-Dextrine dann weiter entwickelt wurden (4, 5, 6). 
Nach diesen Vorstellungen sollen die Kettenmolekiile schraubenférmig 
vewunden sein, mit etwa 6 Glucoseresten pro Windung. Wie schon 
von Hanes angedeutet wurde, kénnte man sich vorstellen, da — wahrend 
die Saccharogenamylase aus den Ketter von den freien Kettenenden 
her Maltosemolekiil nach Maltosemolekiil abspaltet die Dextrinogen- 
amylase dagegen auf einmal ganze Schraubenwindungen abspaltet, 
ihnlich wie man sich wohl nach den Untersuchungen von Freudenberg 
und von Tilden und Hudson (7) die Wirkung der Amylase aus B. ma- 
cerans vorzustellen hat. Wenn die Starkemolekiile ganz aus un- 
verzweigten Ketten bestanden, miiBten dann die primaren Dextrine 
der Dextrinogenamylase etwa 6 Glucosereste pro Molekiil enthalten. 
Es kann darauf hingewiesen werden, daB von den von uns isolierten 
Dextrinen mehr als die Halfte ein Molekulargewicht von rund 1000 haben 
(berechnet WV — 990!). Wollte man nach diesem Schema weitergehen, so 
kénnte man dann annehmen, daB die von uns isolierten Dextrine mit 
M = rund 4000 bzw. 3000 bzw. 2000 vier bzw. drei bzw. zwei Schrauben- 
windungen entsprechen. Es ist aber hervorzuheben, dais man_ sich 
zwar die Abspaltung einer Schraubenwindung durch das Enzym gut 
vorstellen kann, doch ist es bedeutend schwieriger zu verstehen, wie das 
Enzym auf einmal drei oder vier Windungen freisetzen kénnte. Es 
steht aber fest, das von den primar freigesetzten Dextrinen ein betracht- 
licher Teil ein Molekulargewicht von mehr als 4000 hat. Aus einem 
p-Grenzdextrin [das dem von K.H. Meyer (l|.c.) aus Amylopectin 
gewonnenen Grenzdextrin [ entspricht] haben wir sogar Dextrine mit 
einem mittleren Molekulargewicht von mehr als 7000 isoliert. Das 
Problem 1a4Bt sich nun lésen, wenn man auber der schraubenférmigen 
Windung der Hauptkette auch noch eine groBe Zahl von Seiten- 
ketten annimmt, wie es schon Staudinger. Freudenberg u. a. ge- 
tan haben. Nehmen wir z. B. an, da8 an bestimmte Windungen der 
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Hauptkette Seitenketten von etwa 26 Glucoseresten angeknipft sind un 
dap die primare Wirkung der Dextrinogenamylase darin besteht; dap si 
die einzelnen Windungen der Hauptkette mit eventuell daranhdngend: 
Settenketten ablist! Neben Dextrinen mit 6 Glucoseresten wiirden dani 
auch solche mit 26 entstehen, die ein Molekulargewicht von 4230 habe: 
sollten. Ein Dextrin dieser Art wiirde verzweigt oder unverzweigt sei: 
(zwei von mehreren méglichen Formeln in Abb. | dargestellt), je nac! 
der Lage der gelésten Bindung im Verhaltnis zur Verzweigung de: 
Hauptkette. Aus Dextrinen dieser Art kénnte dann durch weiter 
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Abb. 1. 


Amvylasewirkung, wie in der Abbildung angedeutet, ein Grenzdextri: 
hervorgehen, das wie das von uns naher untersuchte (2) je eine 1, 4 
und eine 1, 6-Bindung enthalt. Windungen ohne Seitenketten sowoh| 
in Amylopectin wie in Amylose kénnten als solche abgespalten werden 
und normal gebaute Dextrine mit dem Molekulargewicht etwa 1000 
geben. Fur die Richtigkeit dieser Vorstellungen konnten nun durch 
Untersuchung der Einwirkung von Saccharogenamylase auf die vei 
schiedenen Dextrinfraktionen wichtige Anhaltspunkte erbracht werden. 

Die Saccharogenamylase wurde aus Gerstenextrakt dargestellt. De 
Extrakt, der schon eine fast einheitliche Saccharogenamylase enthielt. 
wurde nach Blom (8) von eventuell anwesenden Spuren von Dextrinogen 
amylase durch Anséuern mit Essigséure auf pq = 3,63 befreit und be: 
diesem py im Eisschrank etwa 1 Woche stehengelassen. 1500 ccm de- 
Extrakts wurden mit 2200 cem eiskalten Acetons gefallt, der Niederschlag 
mit Aceton und dann mit Ather gewaschen, mit 250 cem Toluolwasse1 
extrahiert und nach Stehen iiber Nacht klar filtriert. 

Zu den Spaltungsversuchen wurde etwa | g Dextrin in einigen ccm 
Wasser aufgelést. Mit einem Tropfen Phosphatpuffer wurde die Aciditat 
auf px etwa 5 eingestellt, 1eem Saccharogenamylase zugesetzt 
und das Volumen auf 10 cem gebracht. Die Lésungen blieben bei 26 
unter Toluol stehen. In einigen Proben wurde die Reduktion nach 
Willstatter und Schudel bestimmt und als Maltose berechnet, ander 
Proben zu je 2 cem wurden auf dem Wasserbade zum Toten des Enzym- 
und Verjagen des Toluols auf 1 cem eingeengt, wieder auf 2 ccm gebracht 
und mit je 2 cem einer Aufschwemmung von Biackerhefe (50 g frische: 
Backerhefe in 1°, Phosphatpuffer von pu = 5 auf 200 ccm) versetzt. 
Die Kohlensaureentwicklung bei 36° wurde im Schiittelthermostate: 
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volumetrisch verfolgt. Parallelversuche mit bekannten Mengen von 
Maltose und Glucose. 

Samtliche Garversuche zeigten (vgl. die XI. Mitteilung), daB 
bei der Spaltung neben unvergarbaren Dextrinen nur Maltose und keine 
Glucose entsteht. Die Spaltungsversuche sind in der Tabelle I zu- 
sammengefaBt. Alle Zahlen sind auf 2ccm Reaktionsmischung um- 
verechnet. Da die Dextrine, die in einigen Versuchen neben Maltose 
vebildet werden, selbstverstandlich auch reduzieren, sind die aus der 
Reduktion berechneten Maltosewerte in diesen Fallen zu hoch. Richtig 
sind dagegen auch in diesen Fallen die aus den Garversuchen berechneten 
Maltosemengen. Parallelversuche mit Maltoseldsungen wurden immer 
ausgefiihrt und da sowohl sie als die Garversuche mit den Spaltprodukten 
der Dextrine (u.a. wegen der Abwesenheit von Glucose) sehr gut re- 
produzierbar sind, so kénnen die aus den Garversuchen berechneten 
Zuckermengen als recht genau angesehen werden. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB die Dextrine mit den Molekular- 
gewichten 2000 bis 4000 nur sehr unvollstandig verzuckert werden, 
namlich im Mittel zu 40%. Alle die anderen Dextrine, die ein Molekular- 
gewicht von rund 1000 haben, werden von der 8-Amylase vollstandig 
oder beinahe vollsténdig’ verzuckert, wobei ausschlieBlich Maltose 
entsteht. Die Ursache dafiir, daB einige dieser Fraktionen nicht ganz 
vollstandig verzuckert werden, ist ohne weiteres klar: Die Fraktion 
PD IX wird von Jod schwach gefarbt und enthalt also noch kleine 
Mengen héherer Dextrine, die ahnlich wie die Fraktionen I bis [V nur 
unvollstindig gespalten werden. Die Fraktionen PD VIII und XIV 
enthalten dagegen aus Enzymlésung usw. stammende Verunreinigungen, 
was ja erklarlich ist, da diese Fraktionen die leichtléslichsten sind. 
Zusammentfassend kann gesagt werden, da von den Dextrinen, die 
durch die Wirkung der Dextrinogenamylase primar aus Starke entstehen, 
alle diejenigen, die ein Molekulargewicht von rund 1000 haben, von der 
Saccharogenamylase vollstandig in Maltose zerlegt werden, wahrend 
diejenigen, die ein héheres Molekulargewicht haben (meistens etwa 4000), 
nur teilweise verzuckert werden. Man kann weiter schlieBen, dab die 
vollstandig spaltbaren Dextrine normal gebaute Hexasaccharide und 
vielleicht mit der Hexaose von Waldschmidt-Leitz (9) identisch sind 
(siehe weiter unten!). Im Gegensatz zu diesen Dextrinen enthalten 
diejenigen mit héherem Molekulargewicht Anomalien im Bau (andere 
Bindungen als die Maltosebindung), die die vollstandige Verzuckerung 
durch die Saccharogenamylase verhindern. 

Es scheint mir, als stiitzten diese Versuche sehr stark die oben ge- 
gebene Theorie, dap die Dextrinogenamylase aus einfjachen und ver- 
zweigten Kettenmolekiilen primar Dextrine bildet, die aus je 6 Glucose- 
resten der Hawptkette der Starkemolekiile eventuell nebst daranhangenden 
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Tabelle I. 
Dextrin- = 2s mg Maltose | mg Maltose Maltose % Ver- 
fraktion Spaltungsselt Giirversuch Reduktion “perechnet souberuns 
PD I 5 Stunden 60 
M = 4100 28 ‘“ 61 
49 am 61 
120 62 77,2 175 35,4 
PD II | Minute 15,2 
M = 4100 6 Minuten 35 35,2 
30 x 47 
150 a 51 
22 Stunden 53 61,2 141 37,6 
PD III 5 Stunden 86 
M = 2940 28 ” 86 
49 86 
120 86 98,0 913 40,3 
PD IV 5 Stunden 116 
M 1910 28 116 
49 115 
120 115 124,8 219 52,5 
PD V 15 Minuten 152 
M 1150 90 ‘ 176 
20 Stunden 181 
44 s. 18] 2 184 98,5 
PD VI 4 Stunden 177 
M = 1090 27 177 
48 179 179 100 
PD VII 4 Stunden 120 
M = 1100 27 a 119 
48 122 114 125 97,7 
PD VIII 23 Stunden 144 
M = 950 72 136 129 
96 136 135 159 85,6 
PD Ix 23 Stunden 157 
M = 1250 72 * 159 
96 159 145 175 91,0 
PD X 23 Stunden 134 
M = 1150 72 ad 132 
are 134 128 132 100 
PD XI 23 Stunden 112 
M = 1070 72 ee 114 112 
ees 114 115 107 104 
ig ae 23 Stunden 185 
M = 1020 72 - 190 
pat 184 175 185 100 
PD XIII 23 Stunden 183 
M = 1030 72 os 183 ft 
ae 183 177 188 Jed 
PD XIV 23 Stunden 85 
M = 690 72 is 88 107 
96 és 88 114 122 72 





W 
dis 
ni 
He 
k6 
ia) 
iib 
Al 
od 
scl 
mi 
mi 


da 
Ei 
ret 
Ei 
Hi: 
Gi 


se] 


du 


ith 
an 
in 
da 
Si 
so 
ur 
dit 


scl 


Ze 


ng 








Uber Grenzdextrine und Starke. X. 137 


Neitenketten bestehen. Eine Annahme einer schraubenférmigen Windung 
der Hauptkette mit je 6 Glucoseresten pro Windung scheint das Ver- 
stehen dieser Wirkung der Dextrinogenamylase zu erleichtern, anderer- 
seits ist wohl nicht ganz unmédglich, daB ein Enzym aus einer Kette 
inderer Form Spaltstiicke von je 6 Glucoseresten abspalten kénnte. 

In Zusammenhang mit der hier besprochenen Theorie der primaren 
Wirkung der Dextrinogenamylase miissen gewisse Beobachtungen noch 
diskutiert werden. Man kann sich z. B. fragen, warum das Enzym 
nicht aus den Seitenketten, wenn diese rund 20 Hexosereste enthalten, 
Hexaosen abspaltet, ahnlich wie aus der Hauptkette. Versuchsweise 
kénnte geantwortet werden, daB die Seitenketten eben nicht schrauben- 
férmig gewunden sind, wie die Hauptkette und daB diese Windung 
iiberhaupt eine Voraussetzung fiir die Wirkung des Enzyms ist. Eine 
Annahme, daB die Seitenketten im Gegensatz zur Hauptkette mehr 
oder weniger gestreckt sein sollten, erscheint aber ziemlich unwahr- 
scheinlich, da ja die Glykosidbindungen der Seitenketten dieselben sein 
miissen wie die der Hauptkette und die schraubenférmige Windung 
mit 6 Glucoseresten pro Windung sozusagen die natiirliche Form einer 
Kette mit lauter -glykosidischen 1, 4-Bindungen darstellt. Man kénnte 
dann als Erklaérung heranziehen, daf die Seitenketten keine reduzierende 
Endgruppe besitzen. Die Hauptkette dagegen hatte, wenn wir iiberhaupt 
reduzierende Gruppen in der Starke annehmen wollen, eine reduzierende 
Endgruppe und es ware méglich, daB das Enzym von dieser aus die 
Hauptkette in der angenommenen Weise angreift. Eine reduzierende 
Gruppe ist aber an sich fiir den Angriff des Enzyms nicht notwendig (10) 
(vgl. auch die folgende Arbeit). Es kénnte ja trotzdem vielleicht so 
sein, daB die Spaltung einer 1, 4-Glykosidbindung >C,—O-C,< 
durch die Dextrinogenamylase sozusagen von der Seite des C,y-Kohlen- 
stoffatoms erfolgen muB. 

Nimmt man an, da die schraubenférmige Wickelung der Kette 
iitberhaupt eine Voraussetzung fiir die Spaltung durch Dextrinogen- 
amylase ist, so ist zu bemerken, daB nach Freudenberg (5) die Schraubung 
in Lésung teilweise zerstért sein diirfte. Auch wird angenommen 
daB in dem Amylopectin die Schraubung weniger gut ausgebildet ist. 
Sieht man in der Blaufarbung mit Jod eine Folge der Schraubenstruktur, 
so ist ja auch zu bemerken, da die Farbung des Amylopectins schwacher 
und mehr rétlich als die der Amylose ist. Méglich ware dann, dab 
die fehlende oder herabgesetzte Spaltbarkeit der Seitenketten des Amylo- 
pectins eben damit zusammenhangt, da diese nicht oder nur teilweise 
schraubenférmig geordnet sind. 

Verschiedene Starkesorten werden durch Saccharogenamylase 
ziemlich iibereinstimmend zu 60° verzuckert. Wenn wir mit 
K. H. Meyer (11) annehmen, dafBS die Amylose dabei vollkommen ver- 
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zuckert wird und dab diese Amylose mit unverzweigten Ketten 7 
etwa 15° in der Starke enthalten ist (die Zahl gilt fiir Maisstarke 
so JaBt sich berechnen, daB das Amylopectin von der Saccharogen 
amylase zu etwa 53 °& verzuckert werden muB. Diese Zahl stimmt damit 
sehr gut tiberein, daB K. H. Meyer aus Amylopectin etwa 45% Grenz 
dextrin [ erhielt. Nimmt man eine schraubenformig gewundene Haupt 
kette mit einfachen Seitenketten an, so wiirde eine Seitenkette de: 
oben angenommenen Lange auf etwa jede dritte Windung der Haupt 
kette kommen |[vgl. Freudenberg (6)|. Wenn man nun Starke bzw 
Amylopectin mit Saccharogenamylase behandelt, so mitBte das Rest 
dextrin (unser #-Grenzdextrin) aus der gewundenen Hauptkette des 
Amvylopectins mit anhangenden Resten (vielleicht einem oder zwe 
Glucoseresten) der Seitenketten bestehen. Das Grenzdextrin ist hoch 
molekular und gewissermaBen starkeahnlich; es wird z. B. noch von 
Jod blau gefarbt, was ja mit der Ansicht Freudenbergs, daB die Jod- 
bindung auf der schraubenf6rmigen Windung der Kette beruht. im 
Kinklang sténde. Unter allen Umstanden ist zu schlieBen, daB dis 
Hauptkette im Gegensatz zur Annahme von Staudinger sehr lang sein 
mub. Wenn man nun das f-Grenzdextrin mit Dextrinogenamylas 
behandelt, bis es nicht mehr von Jod gefarbt wird, so sollten, wenn man 
nach dem obigen annimmt, daB das Enzym die einzelnen Schrauben- 
windungen loslést, zu etwa 2/, Dextrine mit je 6 Glucoseresten und zu 


etwa 1/, solche mit rund 8 Glucoseresten entstehen. Statt dessen 
fanden wir in einem Versuch (12) hauptsachlich Stoffe mit viel h6herem 
Molekulargewicht, die nicht aus einzelnen abgelésten Windungen de! 
Kette bestehen kénnen. Diese Versuche waren zwar mit einer andere! 
Starkesorte ausgefiihrt und vielleicht mit den obigen nicht ohne weiteres 
vergleichbar: sie scheinen aber schwerlich mit der angegebenen Er 
klarung der Wirkung des Enzyms in Einklang gebracht werden zu kénnen. 
Vielleicht ist hier die Theorie von K. H. Meyer (1) iiber die mehrfach 
verzweigten Ketten berufen, die Klarung zu bringen. Andererseits 
scheint die Theorie von K.H. Meyer die Annahme einer Schrauben 
form des Molekiils auszuschlieBen, da ja eine Hauptkette der Amylo 
pectinmolekiile eigentlich gar nicht existieren soll. Will man die Bildung 
niedermolekularer Dextrine durch die Dextrinogenamylase aus einem 
Kérper wie der in der Abbildung der Arbeit (1) von A. H. Meyer er 
klaren, so erscheint es beinahe notwendig anzunehmen, daB sich dir 
primar lésbaren Bindungen irgendwie von den anderen unterscheiden 
vielleicht etwa in der von uns frither (VIIT. Mitteilung) angedeutete: 
Weise. 


Wie erwahnt, haben Waldschmidt-Leitz und Reichel aus Erythro 
amvlose sowie aus der jodrétenden Starke aus Klebreis durch Abba 
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mit Pankreasamylase eine Hexaose in Mengen von 7 bis 11°) in kri- 
stallisierter Form isolieren kénnen. Die Hexaose wird durch Saccharogen- 
amvlase sowie durch andere Amylasen in 3 Molekiile Maltose zerlegt 
(Hefemaltase ist ohne Wirkung). Sie zeigt eine spezifische Drehung 
von [a|p - 183°. Da unsere simtlichen Fraktionen mit dem Mole- 
kulargewicht rund 1000 die Drehung 182 bis 191° geben und durch 
Saccharogenamylase vollkommen in Maltose zerlegt werden, so_ ist 
zu schlieBen, daB alle unsere Fraktionen V bis XIV in beinahe reiner 
Form dieselbe Hexaose enthalten und das die Konstitution die einer 
einfachen Kette mit lauter x-glykosidischen 1, 4-Bindungen ist. Es 
verdient nochmals hervorgehoben zu werden, dal wir die Hexaose 
in einer Ausbeute von mehr als 50°), und zwar aus gewohnlicher Starke 
erhielten. Die groBe Ausbeute erklart sich aus dem Umstand, daB 
wir ein Enzym anwendeten, das neben der dextrinierenden Wirkung 
nur eine sehr schwache verzuckernde hatte. 

Aus der Tatsache, daB die Hexaose nicht nur durch p-Amylase, 
sondern auch durch die %-Amvylase des Malzes gespalten wird, folgern 
Waldschmidt-Leitz und Reichel, daB die Bezeichnung nach E. Ohlson, 
Dextrinogen- bzw. Saccharogenamylase, nicht das wesentliche trifft, 
denn beide wirken bei der Spaltung der Hexaose als Saccharogen- 
amylasen. Dagegen sollen sie als x- und f-Amylasen unterschieden 
werden, Es ist zweifelsohne, wie auch von £. Ohlson hervorgehoben 
wurde, wahr, daB auch die Dextrinogenamylase verzuckernd wirkt 
(siehe auch die folgende Arbeit). Eine dextrinierende Wirkung, die bei 
der Saccharogenamylase gar nicht zu finden ist, ist aber, wie aus dem 
obigen hervorgehen dirfte, bei denselben so ausgepragt, dab sie ohne 
weiteres die Benennung Dextrinogenamylase rechtfertigt. 
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Uber Grenzdextrine und Stiirke. 
XI. Mitteilung: 
Spaltung der Stirke durch die Dextrinogenamylase des Malzes. 
Von 
Karl Myrbiack. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 28, Oktober 1940.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Uber die enzymatische Einheitlichkeit der sogenannten Malzamylas 
liegen in der alteren Literatur sehr viele einander widersprechend 
Angaben vor. Einwandfrei zeigte zuerst EH. Ohlson (1), daB = Malz 
(mindestens) zwei Amylasen enthalt : Eine, die sogenannte Saccharogen- 
amylase, ist mit der (einheitlichen) Amylase des ungekeimten Getreides 
identisch. Sie bildet aus Starke etwa 60°) Maltose und daneben aus 
schlieBlich hochmolekulare, starkeihnliche Grenzdextrine, die von Jod 
noch blau oder blauviolett gefairbt werden. Die zweite Amylase, die von 
Ohlson den Namen Dextrinogenamylase erhielt, verhalt sich ganz 
anders. Sie spaltet zundchst das Starkemolekiil ganz in Dextrine 
mittleren Molekulargewichts, die von Jod nicht gefarbt werden. Da 
neben tritt dann auch Maltose auf, die allmahlich zum Hauptprodukt 
wird, Die Grenzdextrine sind in diesem Falle niedrigmolekular. Oh/sov 
trennte die beiden Enzyme durch partielle Inaktivierung. Sie konnten 
spater unter Erhaltung der Wirksamkeit beider durch, Sorption getrennt 
werden | Waldschmidt-Leitz (2), Holmbergh (3) u.a.|. Wahrend nun dic 
Saccharogenamylase nach den Feststellungen von Huler und Hell: 
berg (5) und von R. Kuhn (6) eine 6-Amylase ist, gelang es schlieBlich 
Ohlson (4) zu zeigen, daB die von der Dextrinogenamylase erzeugten 
Spaltprodukte abwarts mutarotieren, so da das Enzym wie die Taka 
diastase und die tierischen Amylasen als %-Amylase zu bezeichnen ist 

Nachher erscheint in der Literatur meistens stillschweigend an- 
genommen worden zu sein, da die Dextrinogenamylase in ihrer Wirkung 
auf die Starke mit den anderen x-Amylasen identisch sei. Wie in Mit 
teilungen aus diesem Institut mehrmals hervorgehoben wurde, ist abet 
eine solehe Annahme unberechtigt, was schon aus dem Umstand hervor 
geht, daB die Form der Verzuckerungskurve der Dextrinogenamylas 
von der der anderen erwaihnten g-Amylasen vollig verschieden ist 
Die Dextrinogenamylase des Malzes bildet zweifellos eine Gruppe 
fiir sich unter den Amylasen und eine erneute Untersuchung ihrer 
Wirkungsweise sollte dazu beitragen, die in diesem Laboratorium 
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bearbeitete Frage iiber den Zusammenhang zwischen der Konstitution 
der Starke und dem Verlauf der enzymatischen Starkespaltung zu klaren. 
Man kénnte zunachst sogar fragen, ob die von der Dextrinogenamylase 
aus Starke freigesetzte Maltose wirklich x-Maltose ist. Zwar ist gar nicht 
daran zu zweifeln, dafSZ das Verdauungsgemisch abwarts mutarotiert, 
wenn auch die von Ohlson beobachteten Drehungsanderungen sehr klein 
sind: es ware aber méglich, da die neben Maltose in groBen Mengen 
entstehenden niedrigmolekularen Dextrine eine so starke Mutarotation 
zeigen, daB sie den EinfluB der Mutarotation der Maltose verdecken. 
Das die Dextrinogenamylase aus der Hexaose von Waldschmidt- Leitz 
und Reichel (6) z-Maltose bildet, ist nicht zu bezweifeln. Wahrend 
der Untersuchung, iiber die hier berichtet werden soll und die die 
Ergebnisse Ohlsons véllig bestatigt, wurde nun aber entdeckt, daB bei 
der Wirkung der Dextrinogenamylase auf Starke nicht nur Maltose 
und Dextrine, sondern auch Glucose als primares Spaltprodukt auftritt 
und da sich das Enzym in dieser Hinsicht von allen bisher untersuchten 
z-Amvylasen scharf unterscheidet. Eine Glucosebildung durch erhitzte 
Malzextrakte wurde tibrigens schon vor mehr als 50 Jahren beobachtet. 
was aber nachher vollstandig in Vergessenheit geraten zu sein scheint 
(siehe unten). 

Die Beobachtung, da die Dextrinogenamylase neben Maltose und 
Grenzdextrinen groBe Mengen von Glucose direkt, d.h. nicht iiber 
Maltose, bildet, erscheint fiir das ganze Stairkeproblem so wichtig, 
dai eine nahere Untersuchung am Platze ist. 


1. Methodik. 
Substrate. 

Fiir die optischen Versuche ist es notwendig, eine einigermaBen 
konzentrierte und klare Substratlésung zu haben. Oh/son arbeitete mit 
elektrodialysierten Starkelésungen, die aber nur bei ziemlicher Ver- 
diinnung klar sind und sich auBerdem mit der Zeit triiben. Fiir meine 
Versuche habe ich in folgender Weise eine ganz klare, konzentrierte 
und haltbare Substratlésung gewonnen (,.Starkelésung 1°‘): 


120 ¢ Arrowroot-Starke wurden in etwa 150 cem kalten Wassers aut 
geschwemmt und auf einmal in 900 cem stark siedende n 10 HCl gegossen 
Das sofort diinn werdende Gemisch wurde 15 Minuten in starkem Sieden 
yvehalten und zeigte nachher mit Jod eine blauviolette Farbung. Dann 
wurde mit starker Lauge auf py 5 gebracht, 2 Tage unter Toluol bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt und durch eine Sehicht von Kieselgur 
abgesaugt. Die anfangs ganz klare Lésung triibte sich nach einigen Tagen 
wieder leicht. Sie wurde nochmals durch Kieselgur filtriert und hielt sieh 
dann unter Toluol ganz klar. Die fiir die folgenden Versuche angewendete 
Lésung gab bei vollstandiger Saurehydrolyse 118,5 mg Glucose pro cem, 


0 


enthielt also etwa 10,7°, ,,Starke’. Die Reduktion der Lésung entsprach 
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einem scheinbaren Gehalt von 0,725°,, Glucose, vergarbare Zucker war: 
nur in ganz kleiner Menge vorhanden. Die Drehung der Lésung (Hg-Licht 
Bichromatfilter) war + 10,98° in 5cem Rohr, | «| etwa 204°. 

Selbstverstindlich kann diese Lésung eigentlich nicht mehr als ei: 
Starkel6ésung bezeichnet werden, da das mittlere Molekulargewicht nur etw 
3000 betraigt. Andererseits wird sie noch von Jod stark gefarbt und wir 
von den verschiedenen Amylasen normal verzuckert, so da® ihre Anwenduiy 
fiir besondere Zwecke zulassig ist. 

Fiir andere Versuche als die optischen wurden auch andere Sul 
strate angewendet, namlich sowohl Kleister verschiedener native: 
Stirkesorten wie Lésungen von Merckscher léslicher Starke. 


Amylaselésungen. 

a) ~-Amylase. Gerstenextrakt, der eine schon fast eimheitliche //-Amy 
lase enthalt, wurde nach Blom (7) durch Ansdéuern mit Essigséure au! 
Pu 3,63 von eventuellen Spuren von Dextrinogenamylase befreit. Di: 
Losung blieb bei diesem py 1 Woche im Eisschrank stehen. 1500 ecn 
wurden mit 2200 ccm eiskalten Acetons gefallt, der Niederschlag mit Aceto: 
und dann mit Ather gewaschen, mit 250 cem Toluolwasser extrahiert und 
nach Stehen iiber Nacht filtriert. Klare Loésung ohne mebbare optiscly 
Drehung. 

b) Dextrinogenamylase. 700 ¢ Malzschrot wurden mit 2800 cem Toluol 
wasser iiber Nacht extrahiert. 1 Liter Filtrat wurde nach FE. Ohlson 15 Mi 
nuten auf 70° erhitzt, abgekiihlt und filtriert. Mit Tannin wurde dann di 
Amylase gefallt, der Niederschlag mit Aceton extrahiert und aus den 
trockenen Pulver die Dextrinogenamylase mit 200 cem Toluolwasser in 
Lésung gebracht. Drehung in 5 em-Rohr 0,25°. 


Optische Bestimmungen. 


Substrat- und Enzymlésung (pu 5) wurden gemischt und ein 
10-cm-Polarimeterrohr sofort gefiillt. Temperatur tiberall 20°, Di 
Drehung wurde dann bei-passenden Zeitpunkten festgestellt. Dem Res! 
der ,Versuchsmischung wurden Proben von je 5ccm entnommen und 
mit 0,05 g fester Soda bis zu etwa pu 9 versetzt. Die Proben wurden 
fiir eine Minute im siedenden Wasserbade gehalten, wobei das Enzyvn 
zerstort und die Mutarotation aufgehoben wird. 


Reduktionshestimmung . 


Von den erwahnten mit Soda versetzten Proben wurden passend: 
Mengen entnommen und darin die Reduktion nach Willstdtter und 
Schudel bestimmt. Wenn nicht anders angegeben, so sind die Wert: 
in den Tabellen als mg Maltose in 2cem Reaktionsmischung berechnet 


Bestimmung der vergdrbaren Zucker. 
Von den mit Soda versetzten Proben wurden 2 cem mit Salzsaur 
auf po — 5 gebracht. Etwa vorhandenes Toluol wurde durch Erhitze: 
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are! vertrieben. Dann wurden 2 cem einer Suspension frischer Backerhefe 
om ugesetzt, die 50g 25°-ige Hefe in 200 ccm 1° igem Phosphatpuffer 
a von pu — 5 enthielt. Nach Zusatz der Hefe wurden die Réhrchen | 
tw sofort in den Schiittelthermo- 0 — | 
wird staten eingesetzt und die bei es § / 
hans 30° entwickelte Kohlensaure 
volumetrisch tiber Hg ge- | 
Suh messen. Fiir die Deutung al | 
iver unserer Versuche ist von 2s 
Wichtigkeit, daB sich die 
angewendete PreBhefe  ge- 
gentiber Maltose deutlich an- 
~ ders verhalt als gegeniiber 
Di Glucose [vgl. (8)]. Wahrend 
Rar) die Glucose mit groBer Ge- 
eto schwindigkeit ohne Induk- 
an tionszeit und nach einer bei- 
so nahe geradlinigen Kurve 4 
—— vergoren wird (Kurve 10 der ? 
Mi Abb. 1), setzt die Maltose- © 
1 dic girung erst nach einer In- 
den duktionszeit von rund einer 
Jaa Stunde ein und die Gar- 
kurve ist stark gekriimmt 
(Kurve 1). Mischungen von 
oe Glucose und Maltose ver- 
Di giren mit sehr charakte- 
Rest ristisch geformten Garkurven 
ome (Kurve 2 bis 9). Ist die 
inn Glucosemenge im Verhaltnis 
ine zur Maltosemenge nicht all- 
zu groB, so besteht keine 
Schwierigkeit, aus der Gar- 
kurve die Kohlensaure- 
. mengen festzustellen, die =? 
a Tabelle I. 
(i 
ert: i mg hy « daca mg _ 
net (Abb. 1) —— ee (Abb. 1) = ee 
1 80 6 32,5 80 
2 2,5 80 7 43,5 80 
vue 3 5,9 80 8 61,5 80 
bzet 4 8,8 80 9 67,5 $0 
5 20 80 10 80 
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von den einzelnen Zuckern stammen. Wir stellten sehr viele Versuch: 
mit bekannten Zuckermengen an, als Beispiel sei eine Versuchsreih: 
angefiihrt (Tabelle I). 

Der Knickpunkt der Garkurven ist wie ersichtlich sehr deutlich 
Aus sehr vielen solchen Versuchen wurde die Kurve der Abb. 2 erhalten 
aus welcher sich die Glucosemenge in einer Glucose-Maltosemischune 
leicht und recht genau bestimmen laBt. Die Maltosemenge erhalt mai 





, dann aus der Gesamtkohlensiuremenge nach Al 
v T . y 
om zug der von der Glucose herriihrenden. DieWert: 
der Tabellen bedeuten wasserfreie Maltose. 
- Soe | Zu betonen ist, daB sich die kleinsten Glucoss 
| mengen nur in Gegenwart einer gréBeren Maltos 
S menge bestimmen lassen. In Versuchen mit z. B 
5 | | 5 mg Glucose ohne Maltose wird iiberhaupt kein: 
Kohlensaéure entwickelt, offenbar weil die Hefe den 
Zucker fiir andere Zwecke, z. B. fiir Glykoge: 











0 20 40 60 60 oder Trehaloseaufbau, verbraucht. Ist dagege: 
Glucose —= ™g neben der kleinen Menge Glucose viel Maltose an 


Abb. 2. wesend, so wird die Glucose normal vergoren. 


Garversuche mit Milchzuckerhefe. 

In einigen Versuchen wurden Giarversuche mit Torula lactos« 
Kluyver ausgefiihrt. Die Kultur verdanke ich Herrn Prof. Kluyre) 
Die Hefe wurde zunachst auf Molkeagar tibergeimpft, dann in sterile1 
Molke weitergeziichtet. GroBe Mengen von Molkenkonzentrat wurde 
von der A.G. Kdrnbolaget zur Verfiigung gestellt. Die Hefe wurcd 
abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen und in 1 %igem Phosphat von 
pu = 5 aufgeschwemmt. Die Garversuche wurden sonst wie die Prel}- 
hefeversuche ausgefihrt. 


II. Wirkung der Saecharogenamylase (f-Amylase). 
Versuch 1, 20 cem Starkelésung 1 + 20cem f-Amylase (Tabelle I1). 


Tabelle II. 





Drehung Reduktion Giarversuch 
bisa sl Jodtarbe mg % der mg ss 
5 sofort det Muta- Maltose Bindungen Nr. Maltose ihre 
rotation in 2ecm gelést in 2 ecem 

0 Minute 10,93° _ blauviol. _ _ 

] i 10,60 4 1 14 0) 
2 Minuten 10,40 is 

4 9 10,06 

SB - 4 9,50 ca 
11 99 9,32° ‘+ 53,6 23,7 
13 » 9,05 
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Tabelle II (Fortsetzung). 








Drehung Reduktion Girversuch 
Versuchs- nach Jodfarbe mg °% der mg 
aelt sofort | Hebung Maltose Bindungen Nr. Maltose ,™ _ 
der Muta- in 2ccm gelbst in 2cem Glucose 
rotation 
21 Minuten + 8,799 blauviol. 2 66 0 
22 9,18°  violett 
30 Pa 8,75 - 
37 ss 8,83 bai 
42 9 Re 70,4 31,2 66 0 
47 Pa 8,88 - ” 
60 ne 8,97 9,00 ba 3 68 0 
90 = 8,98 = -s 
3,5 Stunden 9,00 _ * 4 68 0 
72 - 9,00 9,00 i 72,8 32,3 - 
Versuch 2. Parallelversuch mit Maltose. 1,1457g Maltosehydrat in 
10ceem + 10cem f-Amylaselésung (Tabelle ITT). 
Tabelle III. 
P Garversuc 
Versuchs- pe Set pendent : are - Spezifische 
aot ” Reduktion Nr. mg Maltose mg Glucose Drehung 
In c<cem 
0 Minuten 101 5 100 0 ~ 124 ° 
4 Si 129.0 
8 - 132.4 
20 $3 6 101 0 137,1 
33 sd 139,6 
60 a L100 7 99 0 
70 ‘a 142,6 
160 ral 142,8 
44 Stunden 102 8 100 0 142.8 


Der Versuch 2 zeigt, daB die Enzymlésung ganz frei von Maltase 
ist. In Versuch 1 wird demgemaB keine Glucose gebildet, sondern die 
einzigen Reaktionsprodukte sind Maltose und unvergirbare Dextrine, 
die noch von Jod stark gefarbt werden. Da die gebildeten Grenz- 
dextrine relativ hochmolekular sind, so kann eine eventuelle Mutarotation 
derselben fiir die beobachteten Drehungen keine Rolle spielen. Die 
beobachtete Mutarotation riihrt also ganz von der Maltose her. Nach 
21 Minuten sind die Drehungen 8,79 bzw. 9,18°, was ja ohne weiteres 
zeigt, daB der gréBte Teil der Maltose in der £-Form freigesetzt wird. 
Aus dem Versuch 2 geht hervor, dai die Mutarotation einer Maltose- 
l6sung unter denselben Bedingungen zu etwa 70° beendet ist. In dem 
Versuch mit Starke entsteht die Maltose allmahlich : 50° sind nach einer 
Reaktionszeit von etwa 7 Minuten freigesetzt. Daraus folgt, daB in 
dem Versuch mit Starke nach einer Reaktionszeit von 21 Minuten 
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die wirkliche Mutarotation etwa doppelt so groB sein wird wie der beob 
achtete Wert. Das gefundene Verhaltnis der Drehungen, 0,957, ist also 
in Wirklichkeit auf héchstens 0,90 zu schatzen. Da das Verhaltnis der 
Drehungen der f-Maltose und der Gleichgewichtsmaltose 0,87 ist, so 
laBt sich der SchluB ziehen, daB alle oder beinahe alle Mal!tose in de1 
f-Form freigesetzt wird. Hier soll nicht auf die Frage eingegangen 
werden, warum bei der Wirkung der f-Amylase #-Maltose entsteht 
d.h. warum am C,-Kohlenstoff eine Umkehr eintritt. 

Versuch 3. Parallelversuch mit léslicher Starke Merck. 10 cem 5 ig 
Lésung + 10cem f-Amylase (Tabelle IV). 





Tabelle IV. 


Girversuch 


Zeit SS 

mg Maltose mg Glucose 
24 Minuten ...... 71 0 
44 Stunden ...... a 0 


Versuch 4. Parallelversuch mit Starkekleister. 20 cem 5 °,iger Kleiste: 
von Arrowroot-Stirke + 10ecem f-Amylase (Tabelle V). 


Tabelle V. 





Zeit ale = Caveat ee ee Jodfarbe mg Maltose nacl) 
mg Maltose mg Glucose der Reduktion 
13 Minuten ..... 38 0 blau 
30 > ee 44 0 is 
100 A Doe eee 45 0 *35 
18 Stunden ..... 56 0 blauviolett 57,0 


Ill. Wirkung der Dextrinogenamylase. 


Versuch 5. l10cem Starkelésung 1 + 10cem Dextrinogenamylase 
(Tabelle VI). 
Tabelle VI. 





Drehung Reduktion Garversuch 
Zeit nach m % der odfarbe 
e sofort Pew mnd Maltose Bindungen Nr. econ Satins , 
rotation | 2ecm gelést 

0 Minuten + 10,759 — 14,3 6,3 0 ~ 8 | blauviol 
3: ao _ _ 20,2 8,9 _ — violett 
1,75 9» ~ ~ 41,2 16,3 ee " 
2 me 10,65 10,24° — — 9 etwa 2 etwal2 rot 
3 bas 10,58 _ _ — — — — 
5 ed 10,57 —_ 42,8 18,9 -- - rotgelb 
6 + 10,47 9,99 ~ — - gelb 


11 a 9,88 - — 10 etwa3 15 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





Drehung Reduktion Girversuch 
— nach . e S Jodfarb. 
rotation in 2 ccm gelost 
12 Minuten - - 48,6 21,5 - ? 
13 9 t 10,279 9,78 . farblos 
20) de 54,6 24,1 ins 
22 a 10,19 9,76 11 etwa? 16 a 
i 9,99 : z 
35 ‘i 9,86 58.0 25,6 . 
60 % 9,62 ¥,2e 65,6 29,0 12 9 28 
80 - 9,28 - 70,6 31,2 
110 Pe 9,11 - 72,2 32,0 — - za 
3 Stunden 8,70 8,62 80,8 36,0 13 13 48 is 
a 8,50 842 92, 0,8 14 14 62 A 
24 - 8,08 8,08 103,2 45,7 15 14 76 ms 


Der Versuch zeigt, daB neben Maltose (und Dextrinen) nicht un- 
betrachtliche Mengen von Glucose freigesetzt werden. Es war dabei selbst - 
verstandlich zundichst zu untersuchen, ob die Enzymlésung wider Er- 
warten Maltase enthalten kénnté. 

Versuch 6. 0,95g Maltosehydrat in 10cem + 10 cem Dextrinogen- 


amylase (Tabelle VII). 
Tabelle VII. 





‘ Girversuch 
5 . 2 ee 
Zeit mg Maltose in 2ccm joie Sine 


nach der Reduktion Nr. me Glucose mg Maltose 
0 Minuten ....... 92 16 <2 87 
10 Be DERe Skaaives 93 17 a2 87 
60 MED Pe eee 91 18 “2 — 
19 Standen ....... 19 9 a: 
42 boar tin 4 ae arbi he 92 20 2 89 
91 ot peg pre ree 92 


Die Enzymlésung ist also vollkommen frei von Maltase, was auch 
zu erwarten war, da die eventuell vorhandene Maltase bei der Erhitzung 
zugrunde gehen mu. Die Glucosebildung in den Versuchen mit Starke 
erfolgt also nicht iiber Maltose, sondern die Dextrinogenamylase setzt 
primdr Glucose aus der Starke oder aus gewissen Dextrinen frei. Die Ver- 
suche wurden mehrmals wiederholt, und zwar mit demselben Ergebnis: 
noch ein Versuch sei wiedergegeben (s. Versuch 7, Tabelle VIII). 

Die Versuche zeigen, daB bei der Wirkung einer vollkommen 
maltasefreien Dextrinogenamylase auf Starke neben Maltose auch 
Glucose als primires Spaltprodukt freigesetzt wird. Diese Glucose- 
bildung setzt sofort ein und hért auf, wenn die Maltosebildung aufhért 
oder sogar etwas friiher. Die Menge der Glucose scheint etwa 20° von 

10* 
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Versuch 7 (Tabelle VIII). Versuchsanordnung genau wie in Versuch 5 


Tabelle VIII. 





Drehung Reduktion Girversuche 
Lei nach oe oe 
a soters oo Maltose pias Nr. Dees mg 
Muta- hin 9 tien geldat Glucose = Maltuos« 
rotation 
1 Minute + 10,809 10,47° _ 21 ~ I ~ 8 
2 Minuten 10,70 39,6 17,5 22 2 ~ 9 
3 ie — 10,16 — - 
6 =" 10,58 10,02 - _ 
7 éy — 9,98 — 2c 3 1] 
8 is 10,50 _ 24 3 1] 
13 a 10,32 9,89 - - 25 6 15 
15 — 9,87 — 26 5 14 
19 ne 10,27 27 6 18 
27 S 28 8 19 
35 - 9,90 9,50 . 29 F 20 
40 “i 9,83 60,4 26,8 
60 a 9,62 9,20 30 8 29 
90 5 9,30 9,00 31 | 9 5 
260 e 8,70 8.50 - - 32 1] 61 
18 Stunden 8,00 — 
66 ss 7,70 7.70 107.6 47,6 33 19 74 
117 ‘ 7.70 34 20 76 
35 20 75 


der der Maltose zu sein. Diese primare Glucosebildung ist fiir die Frage 
iiber den Zusammenhang zwischen der Wirkung der Amylasen und 
der Konstitution der Starke von allergréBter Bedeutung und verdient 
eine eingehende Bearbeitung. Wir wollen zuerst darauf hinweisen 
daB diese Glucosebildung auch fiir die Deutung der optischen Beoh 
achtungen von Wichtigkeit ist. 

Die zweioberen Kurven in der Abb. 3 zeigen den Verlauf der Drehung 
des Verdauungsgemisches (Versuche 5 und 7). In Ubereinstimmung 
mit Ohlson und anderen finden wir, daB die Mutarotation abwarts geht 
dagegen kann nicht ohne weiteres behauptet werden, daB sie auf der 
Freisetzung von «-Maltose beruht, denn erstens werden primar und mit 
verhaltnismaBig groBer Geschwindigkeit Dextrine von niedrigem 
Molekulargewicht gebildet (siehe die IX. und X. Mitteilung), zweitens 
mutarotiert die entstandene Glucose stark (111° — 52,5°) wahrend di: 
zwar in viel gréBerer Menge freigesetzte Maltose schwichere Drehungs 
anderung zeigt: In den beschriebenen Versuchen ist die Drehungs 
ainderung maximal etwa 0,45°. Ein Unterschied von etwa 04° zwische! 
den beiden Kurven ist schon nach einer Reaktionszeit von etwa 3 Minute: 
ausgebildet und halt sich dann wahrend etwa 1 Stunde ziemlich konstant 
Nach 3 Minuten enthalt das Reaktionsgemisch (siehe die unteren Kurve' 
der Abb. 1) etwa 1 mg Glucose und etwa 4,5 mg Maltose pro cem. Di 
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Reduktion entspricht einem scheinbaren Gehalt von etwa 20 mg Maltose, 
so da®B rund zwei Drittel der Reduktionswirkung von reduzierenden 
und mutarotierenden) Dextrinen herriihrt. Maltose und Glucose 
kénnen nun zusammen eine Mutarotation von kaum mehr als (),20 
hedingen, wenn man annimmt, daB beide Zucker in der x-Form frei- 
vesetzt werden. Man muB also schlieBen, da} der Rest (etwa (),2°) 
von der Mutarotation der Dextrine herriihrt und daB auch diese als 
hochdrehende Modifikation freigesetzt werden. Die groS8e negative 
Mutarotation scheint auszuschlieBen, daB Spaltprodukte in der 6-Form 
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Abb. 3. 


iiberhaupt vorkommen. Da® sich der Drehungsunterschied von etwa 
0,459 so lange halt, beweist, daB die Maltose und Glucose. die in den 
spiteren Stufen der Spaltung auftreten, ebenfalls in der «-Form frei- 
gesetzt werden. Der EinfluB der Dextrine auf die Mutarotation diirfte 
bei dem hier angewendeten niedrigmolekularen Substratpraparat gréBer 
sein als bei Anwendung nativer Starke. 

Die Garversuche 1 bis 35 sind in der Tabelle [IX zusammengestellt ; 
der Raumersparnis wegen werden nur diese Garversuche ausfiihrlich 
mitgeteilt, um den prinzipiellen Unterschied zwischen den Versuchen 
mit B-Amylase (Nr. 1 bis 8) und denen mit Dextrinogenamylase 
(9 bis 15 und 21 bis 35) zu zeigen. 

Aus den unteren Kurven der Abb. 3 ist ersichtlich, daB die Re- 
duktion der Versuchsmischung besonders im Anfang der Spaltung 
viel gréBer ist, als der Summe aus Maltose und Glucose entspricht. 
Die Reduktion steigt in den ersten 2 Minuten sehr stark an, ohne daB 
vergarbarer Zucker in nennenswerter Menge entsteht: die gleichzeitige 
Bestimmung der Reduktion und der wahren Mengen vergirbarer 
Zucker zeigt sehr deutlich die dextrinierende Wirkung des Enzyms an. 
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Tabelle LX, 





ecm Kohlensiure nach 


Versuch = _ = nt he iaain ee ie 
Nr. 5 Min. 10Min. | 15Min. | 30Min. | 60Min. 2 Std. 5 Std. | 24 Sta 
1 0,2 0,2 0,2 0,3 2.0 2:7 3,0 3,0 
2 0,1 0,1 0,2 0,2 2,0 4,3 13,5 14,0 
3 0,2 0,2 0,3 0,3 1,2 8.4 14,4 14 4 
4 0,2 0,2 0,3 0,3 0,9 7,2 14.4 14,4 
5 0,2 0,2 0,2 0,3 2.0 8,0 20,9 21,0 
6 0,2 0,3 0,3 0,5 2,8 9,5 Si? 21,3 
7 0,2 0,2 0,3 0,3 2,0 8,6 20.6 20,9 
8 0,1 0,1 0,2 0,2 as 7.9 20,9 21,0 
9 0,3 0,4 0,6 0,6 0,6 0,7 1,2 2,2 
10 0,5 0,6 0,7 0,7 0,8 1,0 2,6 3,4 
11 L2 1,4 1,4 1,4 1,9 3,5 4,3 45 
12 1,4 1,6 1,6 1,6 2,1 4,2 6,2 6,3 
13 Lt 2,1 pW Pe 2,5 4,0 11,0 11,4 
14 2,0 2,3 2,4 2,6 2.8 9,0 15,0 15,2 
15 2,3 2,6 2,6 2,7 82 13,7 18.4 18,6 
16 0,4 0,4 0,4 0,6 3,3 15,5 18,4 18,8 
17 0,4 0,4 0,4 0,7 3,9 16,7 18,4 18,8 
18 0,4 0,4 0,4 0,6 3,8 . _ _ 
19 -- 0,4 0,4 C7 3,5 — — ~ 
20 0,4 0,4 0,5 1,0 3,9 17,0 19,5 19.5 
21 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 ait 1,3 | 
22 0,3 0,4 0,4 0,4 0,8 1,8 20 29 
23 0,4 0,6 0,6 0,6 33 2.6 3,1 3,1 
24 0,4 0,6 0.6 0,6 1,8 3,0 3,1 3,2 
25 0,9 1,2 1,2 1,3 2,5 4,2 4,5 4,5 
26 0,8 1,0 1,0 15 3,1 3,9 4,0 4,1 
27 1,0 1,0 1,2 1,6 2,8 4,8 5,0 5,0 
28 1,2 1,5 1,6 1,6 3.5 5,5 5,7 5,7 
29 | 4 1,4 1,4 1,5 3,8 5,1 5,6 5,6 
30 1,3 1,6 1,6 1,7 2,7 6,2 7,6 7,6 
31 1,5 1,8 1,8 2,0 3.3 8,4 9.0 9,0 
32 1,8 2,1 ie 2,3 4,3 12.0 15,1 15,1 
33 3,2 Bi 3,8 4,0 6,0 17,0 19.5 19,5 
34 3,5 3,9 4,0 4,2 6,9 17.8 20,0 0.0 
35 3,5 3,9 4,0 4,2 6,6 17,5 19,8 19,8 


Das Ergebnis, daB bei der Wirkung der Dextrincgenamylase aut 
Starke Glucose als primares Spaltprodukt entsteht, erschien so wichtig 
daB auch in anderer Weise als durch die erwahnten Gahrungsversuch 
mit PreBhefe untersucht wurde, ob wirklich Glucose neben Maltos« 
vorliege : 

1. Durch Isolierung von Glucosazon. Ein Verdauungsgemisch wurd: 
wie gewohnlich mit Phenylhydrazin in Essigsaure in der Hitze behandelt 
Nach kurzer Zeit zeigte sich ein starker gelber Niederschlag, wahrend 
Parallelproben mit entsprechenden Mengen reiner Maltose in der Hitze 
klar blieben. Der Niederschlag wurde heib abgenutscht und mit heibem 
Wasser gewaschen, dann mit Aceton eine Zeitlang geschiittelt, wobei 
sich ein kleinerer Teil léste, wieder abgenutscht und mit Aceton ge 
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waschen. Nachher wurde wie gewohnlich aus verdiinntem Alkohol 
umkristallisiert. Schmelzpunkt und Stickstoffgehalt zeigten, daB reines 
Glucosazon vorlag. Uber die Menge der Glucose im Verdauungsgemisch 
sagen diese Versuche selbstverstandlich wenig. 

2. Durch Gédrversuche mit Torula lactosa Kluyver. Diese Hefe 
vergirt Glucose, Fructose, Mannose, Galactose und #-glykosidische 
Disaccharide, wihrend Maltose nicht angegriffen wird. Zwei mit Dextri- 
nogenamylase erhaltene Gemische von Staérkeabbauprodukten wurden 
in Garversuchen mit sowohl PreBhefe wie mit 7’. lactosa untersucht 
(Tabelle X). 

Tabelle X. 





ecm Kohlensiure nach 


Substrat 5 
5 Min. 10 Min. 30 Min. 60 Min. 2 Std. 3 Std. | 24 Std. 
PreBhefe. 
Sapa re er rte 4,0 6,5 8,2 | 12,7 | 23,7 | 30,0 — 
SS EIR, x ite soo ess ea w RIGLRE 28 3,2 4,1 8,0 18,5 18,8 18,8 
Torula lactosa. 
CE re a sh ws ses a eee 0,4 0.6 1,3 py 6,7 7,6 7,6 
Pe | RMAC INGE SRED Coss d Seite 0,3 0,5 0,9 1,7 3,0 3,1 3,2 
MOONS bo kent ce cicsees 6,0"). — 0,0 — 0,0 0,0 0,0 
eT COORG 5k ons 50s Chea ve'e 0,4 | 0,5 1,1 2,3 5,8 9,7 | 21,5 
0,05 g Glucose + 0,05g Maltose 0,4 0,5 1,0 2,0 4,9 7.8 10,0 
006g , +0,06g cs 0,4 | 0,6 | 1,0 21] 53] 87 | 12,0 


Die Versuche bestatigen also den SchluB, daB unter den durch 
die Dextrinogenamylase erzeugten Spaltproduken Glucose vorkommt. 
Aus den Versuchen mit 7’. lactosa laBt sich die Menge der Glucose durch 
Vergleich mit den Versuchen mit bekannten Glucosemengen berechnen; 
man erhalt dabei ziemlich genau dieselben Werte wie aus den PreBhefe- 
versuchen, wenn auch die Genauigkeit nicht sehr groB ist. 

Die Spaltungsversuche mit Dextrinogenamylase wurden auch unter 
Anwendung nativer Starke wiederholt: 


Versuch 8. 20cem 5% iger Kleister aus Arrowroot-Stirke + 10 cem 
Dextrinogenamylase. Proben von 4 ccm wuiden auf 2 ccm eingeengt und 
vergoren (Tabelle X1). 


Tabelle XI. 





Girversuch Reduktion als Giirversuch Reduktion als 
Yoit mg Maltose Pot —_ mg Maltose 
Zelt mg mg in 4ecm Zeit mg mg in 4cecm 
Glucose Maltose berechnet Glucose Maltose berechinet 
30 Minuten 10 73 6.5S8tunden 14 85 - 
O 9» 10 - 23 “- 15 95 _ 
150 < 12 47 i 16 105 139 
4 Stunden 14 81 _ 
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Versuch 9. Derselbe Versuch aber mit Weizenstarke (Tabelle XII 


Tabelle XII. 





Giirversuch Reduktion als Garversuch Reduktion al 
Tot = mg Maltose Tot ceca ———' mg Maltos 
Zelt mg mg in 4ecem Zelt mg mg in 4ecem 
Glucose Maltose berechnet Glucose Maltose berechnet 
20 Minuten 1] 50 20 Stunden 16 102 - 
60 mes 12 55 -- 44 re 18 102 150 
3,7 Stunden! 15 82 





Versuch 10. 2,2 ¢ Gerstenstarke mit Wasser verkleistert, 1 cem Dextri 
nogenamylase, Volumen 100 cem. Proben von 5 cem eingeengt und sowohl! 
mit PreBhefe als auch mit Torula lactosa vergoren (Tabelle XIII). 


Tabelle XIII. 





Girversuch Giirversuch 
Zeit —— ———— Zeit = 
mg Glucose mg Maltose mg Glucose mg Maltose 
19 Stunden 7 21 68 Stunden 7 38 
44 ; 7 31 240 9» 10 62 


Versuch 11. 5g Arrowroot-Starke mit Wasser verkleistert, 1 ecem 
Dextrinogenamylase, Volumen 200 cem (Toluol). Proben von 10 cem fii 
die Garversuche auf 2 ccm eingeengt (Tabelle XTV). 


Tabelle XIV. 





Girversuch Girversuch 
Zeit - _ — Zeit —_—--__—— 
mg Glucose mg Maltose mg Glucose mg Maltose 
15 Minuten ~ 2 16 40 Stunden 16 75 
16 Stunden 14 54 112 re 16 115 
23 a 15 58 208 2 20 155 


Versuch 12. Derselbe Versuch mit Weizenstirke (Tabelle XV). 
Tabelle XV. 








Giirversuch Girversuch 
Zeit -- Leit So 
mg Glucose mg Maltose mg Glucose ming Maltose 
Kapa | A : || A e 
95 Minuten ~ 4 27 69 Stunden || 1E 65 
19 Stunden | 11 35 165 is 16 92 
43 ‘ 16 48 


Die Versuche zeigen, daB die Dextrinogenamylase aus allen Sorten 
von Starke neben Maltose und Grenzdextrinen auch primar Glucose 
freisetzt. Besonders die letzten Versuche mit kleinen Enzymmengen 
zeigen, daB die Glucosebildung frither aufhért als die Maltosebildung 
Die Wirkung der Dextrinogenamylase auf die Starke zerfallt in folgende 
Phasen : 
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1. Spaltung in Dextrine von mittlerem Molekulargewicht (1000 
bis 5000). Durch diese sehr schnell verlaufende Phase werden die Kleister 
verfliissigt und die Farbbarkeit mit Jod verschwindet. 

2. Abspaltung von Glucose. 

3. Abspaltung von Maltose, die gleichzeitig einsetzt, aber linger 
dauert. 

Da nach den Versuchen | bis 4 die Saccharogenamylase keine 
Glucose freisetzt, liegt es ja nahe anzunehmen, daB die Glucose, die 
durch die Dextrinogenamylase gebildet wird, aus Teilen der Starke- 
molekiile stammt, die fiir die Saccharogenamylase unangreifbar sind. 
Folgender Versuch wurde deshalb angestellt : 

Versuch 13. 30 ccm Starkelésung 1 + 3 ccm Saccharogenamylase. 
Nach 4 Stunden waren nach der Reduktion der Versuchsmischung 
64.8%, nach 24 Stunden 67,0°% Maltose gebildet. Durch Kochen 
wurde das Enzym inaktiviert, das Toluol verjagt und das Volumen 
auf 20 cem gebracht: 5g PreBhefe in 20 com Wasser wurde zugesetzt 
und die Kohlensaiureentwicklung bei 36° gemessen: 





ecm Kohlenséure ........ 14 68 170 293 412 77 494 
Zeit in Stunden ......... 1 2 3 4 5 6 7 


Die Hefe wurde abfiltriert und ausgewaschen und das Filtrat auf 
10 cem eingeengt. Die Reduktion der Lésung entsprach 8,14 mg Glu- 
cose pro ccm, nach vollstandiger Hydrolyse 88,8 mg. Mittleres Molekular- 
gewicht etwa 2000. Da die entsprechende Zahl fiir die Starkelésung 1 
etwa 3000 ist, so zeigt sich, daB auch hier wie bei der nativen Starke 
die Saccharogenamylase neben Maltose nur Grenzdextrine erzeugt, 
deren Molekulargewicht nicht wesentlich kleiner ist als das der Mutter- 
substanz. 

9 ccm der Lésung wurden mit 6 ccm Dextrinogenamylase versetzt 
(Tabelle XVI). 

Tabelle XVI. 





mg Maltose Garversuch 
Zeit pro cem aus der Farbe mit Jod 
Reduktion mg Glucose mg Maltose cem 
0 Minuten ..... - blauviolett 
2 geek der tanee 29,3 . farblos 
3 tars}. rapeseed — ~ 4 23 - 
5 ee Woe ah 44,3 -- - 
10 uA? Uhats gas - 5 25 
20 BN tg 50,1 6 27 : 
eos e's 57,6 8 43 = 


61 Stunden ..... 102, 13 86 
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Da die Ausbeute an Grenzdextrin bei der Behandlung der Stark: 
mit Saccharogenamylase rund 50° war, hatte man nun vielleicht 
erwarten kénnen, da die relative G!ucoseausbeute aus dem Dextrin 
etwa doppelt so groB wie aus der Starke ware. Statt dessen ist sie aber 
eher kleiner. Durch die Wirkung der Dextrinogenamylase wird also 
Glucose auch aus solchen Teilen der Starkemolekiile freigesetzt, die 
bei der Verzuckerung durch Saccharogenamylase Maltose geben. Dies 
geht weiter aus folgendem Versuch 14 klar hervor (Tabelle XVII). 


Tabelle XVII. 





% der Bindungen Girversuch 
Zusammensetzung der Versuchsmischung gespalten ———_—_—____—-- 
nach 24 Std. mg Glucose , mg Maltose 


5eem Starkelésung 1 + 0,5cem Dextri- 


nogenamylase +-0,5:ccom Wasser ....... 38,2 H ©6235 110 
5eem Starkelésung 1 + 0,5ceem Saccha- 

rogenamylase 4- 0.5 cem Wasser ....... 33,7 0 155 
5ecem Starkelésung 1 + 0,5 cem Dextri- 

nogenamylase + 0,5 cem Saccharogen- 

PINES 6 coeccn odor eee nn es bot. 38,5 10 150 


Die Mischung beider Enzyme gibt also viel weniger Glucose, als die 
Dextrinogenamylase allein, was ja bedeuten mu, daB diese auch aus 
solchen Ketten Glucose bildet, die normalerweise in Maltose gespalten 
werden. Eine Erklarung kénnte sein, dafS das Enzym als eine Art 
tlucosidase iiberhaupt die Fahigkeit hat, endstindige Glucosereste 
aus lingeren Ketten abzuspalten. Es ist aber dabei zu beachten, dal} 
das Enzym auf Mattose vollkommen ohne Wirkung ist, also gar nicht 
in dem Sinne eine «-G!ykosidase ist, daB es alle «-glykosidischen Oligo- 
und Polysaccharide angreift. Auch bei diesem Enzym zeigt sich also, 
daB die Weidenhagensche Spezifitaitstheorie der Carbohydrasen nicht 
allgemein giiltig ist. Auf die ganz niedrigmolekularen, wirklichen 
Grenzdextrine (Trisaccharide usw.), die durch Malzamylase und die 
tierischen Amy!asen erzeugt werden, ist das Enzym ohne oder fast ohne 
Wirkung. Die beobachtete Glucosebi!dung kommt also nicht durch 
Abspaltung von Glucose aus Grenzdextrinen zustande. 

Wie oben erwahnt, wurde eine Glucosebildung aus Starke durch teil 
weise hitzeinaktivierte Malzamylase schon vor lingerer Zeit beobachtet 
Merkwiirdigerweise scheint niemand nachher diesen Versuchen Beachtung 
geschenkt zu haben. In mehreren Arbeiten zeigten englische Forscher, dali 
heat-restricted** Amylase neben Maltose auch Glucose liefert. So fanden 
z. B. Davis und Ling (8), da® auf 68 —70° erhitzte Malzamylase regelmafig 
Glucose aus Starke bildet, wahrend das Enzym keine Wirkung auf Maltose 
hat. Die Glucose wuide durch Ausfillen und Wigen des Glucosazons nach 
gewiesen und bestimmt. Héchstens 12°, der Spaltprcdukte waren Glucose 
Vielleicht sind diese Versuche deswegen in Vergessenheit geraten, weil die 
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Verfasser, wie ja damals natiirlich war, von der enzymatischen Einheitlich- 
keit der Malzamylase ibe1zeugt waren und daium an ihre Versuche etwas 
sonderbare Betiachtungen iber eine ,,Verande:rung’’ des Enzyms beim 
E:hitzen anknipften. : 

Es war nun zunachst zu untersuchen, ob diese Glucosebildung 
iiberhaupt bei den g-Amylasen anzutreffen ist. Versuche wurden 
deshalb mit Speichelamylase angestellt. Als Enzympraparat wurde 
filtrierter Speichel angewendet, der lingere Zeit unter Toluol aufbewahrt 
worden war. 


Versuch 15. 15 ccm Starkelésung 1 + 15 cem Speichel; Parallelversuch 
mit 10cem 10° iger Maltoselésung + 10cem Speichel (Tabelle XVIII). 


Tabelle XVIII. 





+t Girversuche 
Substrat Versuchszeit P aoa . —_——— - —-~ 
a eevee) & OURS mg Glucose mg Maltose/2 ccm 
| 6 Minuten re 85 
oo 13 ‘ss ' 81 <2 85 
Starke ..... || 0. <3 85 
18 Stunden 98 10 90 
| 10 Minuten 9? 2 90 
Maltose 22 Stunden 100 10 80 
100 oi 20 72 


Die Versuche zeigen, daB die Verzuckerung, die wie gewoéhnlich 
bis zu etwa 86 °% verliuft, schon nach 6 Minuten ihre Grenze erreicht 
hat. Dabei ist gar keine Glucose entstanden, auch nicht nach 30 Minuten, 
Erst nach mehreren Stunden findet man unter den Starkeabban- 
predukten auch Glucose in kleinen Mengen. Der Parallelversuch mit 
Maltose zeigt aber, daB diese allmahlich eintretende Glucosebildung 
durch einen Maltasegehalt des Speichels verursacht ist. Sie hat also 
mit der Glucosebi'dung durch die Dextrinogenamylase nichts zu tun. 
Aus Starke bzw. Dextrinen spaltet die Speichelamylase nur Maltose 
und Dextrine ab. Dies ist ein neuer Beweis dafiir, daB man unter 
keinen Umstanden alle g-Amylasen als in ihrer Wirkung identisch 
ansehen darf: die Dextrincgenamylase des Malzes bildet unter den 
Amylasen eine Gruppe ganz fiir sich. 

Meine Versuche iiber die Glucoseabspaltung durch die Dextrinogen- 
amylase gewinnen an Interesse, wenn man sie mit den inzwischen 
publizierten Arbeiten K.H. Meyers iiber die enzymatische Stirke- 
spaltung (9) vergleicht. K.H. Meyer konnte zeigen, da Abspaltung 
von Glucose eintritt, wenn man das von der Saccharogenamylase 
hinterlassene Grenzdextrin mit Hefemaltase behandelt, wonach bei 
nochmaliger Einwirkung von Saccharcgenamylase eine Maltosebildung 
zu beobachten ist. Als Erklarung wird angenommen, da zuerst durch 
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die Wirkung der Saccharogenamylase die herausragenden Seitenketten | 
des Amylopectins abgebaut werden, bis ein Grenzdextrin iibrig ist | 
worin der letzte bzw. zweitletzte normal gebundene Glucoserest samt 
licher Ketten einen Glucoserest in der Stellung 6 tragt. Durch dix 
Wirkung der Hefemaltase wiirde diese anormal gebundene Endgrupy. 
abgespalten werden, wonach die Spaltung der jetzt normal gewordenen 
Ketten durch die Saccharogenamylase weitergeht, bis sie vor einer | 
neuen Verzweigung wieder haltmacht. Man k6nnte sich nun in dem 
vorliegenden Falle ganz grob vorstellen, daB die Dextrinogenamylase 
ein Enzym ist oder enthalt, das ahnlich wie die Hefemaltase wirkt 
So einfach kénnen aber die Verhaltnisse nicht liegen. Erstens wirkt die | 
Dextrinogenamylase auf Maltose und niedrigmolekulare Grenzdextrine | 
nicht ein und kann also keine eigentliche «-Glykosidase sein. Zweitens 
kénnten ja, wenn die Dextrinogenamylase die in 6-Stellung gebundenen 
Endgruppen abspaltet und sonst keine anormalen Bindungen in der 
Starke vorkommen, durch die Wirkung der Malzamylase keine Grenz- 
dextrine oder jedenfalls keine 1, 6-Bindungen enthaltenden Grenz 
dextrine gebildet werden. Wir konnten aber im Gegenteil zeigen, 
erstens, daB mit Malzamylase, d.h. mit dem natiirlichen Gemisch der 
Dextrinogen- und der Saccharogenamylase, meistens normale Mengen 
von Grenzdextrinen (d.h. rund 20%) gebildet werden, und zweitens, 
da} diese Dextrine teilweise schwer hydrolysierbare Bindungen enthalten 
(VIL. Mitteilung). Bei einer Fraktion wurde direkt gezeigt, daB die schwer- 
hydrolysierbare Bindung eine 1, 6-Bindung ist (VIII. Mitteilung), und mit 
gréBter Wahrscheinlichkeit kann angenommen werden, dab dies auch 
fiir die anderen Fraktionen gilt. Wir miissen daraus schlieBen, dah 
die Glucosebildung durch die Dextrinogenamylase nicht durch Ab- 
spaltung der in 6-Stellung gebundenen Endgruppen des primiaren 
Dextrins erfolgt; man findet vielmehr diese Endgruppen an einen. 
zwei Oder mehr untereinander durch 1, 4-Bindungen verkniipfte Glucose- 
reste gebunden als Grenzdextrine wieder. Die Menge der Grenzdextrine 
ist so groB, daB man mit Hinsicht auf das Molekulargewicht derselben 
annehmen kann, daB im groBen und ganzen jedes Grenzdextrinmolekiil 
einer Zweigstelle des Substratmolekiils entspricht. 

Die von mir gefundenen Glucosemengen sind so groB, daB man 
selbstverstindlich nicht annehmen kann, da nur ein Mol Glucose 
pro Seitenkette abgespalten wird; sonst miiBten die Seitenketten ja 
eine Linge von héchstens 6 Glucoseeinheiten haben, was ja nicht méglich 
ist. Will man auBerdem nach K. H. Meyer annehmen, daB nur ein Teil 
der Stairkemolekiile, nimlich die des Amylopectins, verzweigt sind, 
so wird es noch deutlicher, daB die Dextrinogenamylase pro Kette mehr 
als einen Glucoserest abspalten mu. Dies ist ja an sich nicht unwahr- 
scheinlich: fiir die Hefemaltase nimmt auch K.H. Meyer an, dah 
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iiberhaupt «-glykosidisch gebundene Endgruppen abgeliést werden 
kénnen. Es bestehen aber zwischen der Wirkung der Dextrinogen- 
amylase und der von K.H. Meyer gefundenen Wirkung der Hefe- 
maltase wesentliche Unterschiede : 
1. Die Dextrinogenamylase ist auf Maltose ohne jede Wirkung. 
2. Wenn sie auf niedermolekulare Grenzdextrine (der Malz-, Taka- 


oder Pankreasamylase) tiberhaupt eine Wirkung hat, so ist diese im 
Vergleich zu der Glucosebildung aus Starke so klein, daB kein Zusammen- 
hang bestehen kann. 

3. Die Dextrinogenamylase lést nicht die 1, 6-Bindungen, durch 
die aller Wahrscheinlichkeit nach die Seitenketten des Amylopectins 
angekniipft sind, oder die Geschwindigkeit einer solchen Spaltung ist 
jedenfalls von einer zu vernachlassigenden Geschwindigkeit. 

4. Die Dextrinogenamylase zeigt auBer der Abspaltung von Glu- 
cose noch zwei typische Wirkungen, namlich erstens die Zerlegung 
der Starkemolekiile in primaire Dextrine vom Molekulargewicht 1000 
bis 5000, zweitens die Zuckerbildung aus diesen Dextrinen, wobei 
schlieBlich niedermolekulare Grenzdextrine tibrigbleiben. Die Méglich- 
keit besteht selbstverstandlich, daB die Dextrinogenamylase eine 
Mischung von mehreren Enzymen sein kénnte ; dies erscheint aber wenig 
wahrscheinlich, wenn auch zugegeben werden muB, daB der Spezifitats- 
bereich der als enzymatisch einheitlich gedachten Dextrinogenamylase 
etwas sonderbar erscheint. 

Wie schon frither hervorgehoben wurde, kénnen die Unterschiede 
in der Wirkung der Saccharogen- und der Dextrinogenamylase und vor 
allem die Unterschiede in den primar entstehenden Spaltprodukten 
der Starke folgendermaBen gedeutet werden: 

1. Die Saccharogenamylase spaltet von den nicht reduzierenden 
Kettenenden aus Maltosemolekiile ab, bis eine Anomalie im Bau der 
Kette die weitere Wirkung verhindert. Ahnliche Gedanken wurden 
auch von anderen Forschern geaufert. 

2. Die Dextrinogenamylase muB dagegen die Fahigkeit haben, 
die Ketten der Starkemolekiile auch zwischen den Anomalien sprengen 
zu kénnen, da namlich die Starke sehr rasch und vollstdndig in Produkte 
iibergefiihrt wird, die ein Molekulargewicht von weniger als 5000, d. h. 
einen Polymerisationsgrad von weniger als 30 haben. 

Obgleich nun sicher mehrere Arten von Anomalien existieren 
[wir brauchen ja nur an die Substitution durch Phosphorsaure zu denken, 
vgl.(10)], so diirfte jetzt angenommen werden kénnen, daB sie vor allem 
mit den Zweigstellen der Starke- bzw. Amylopectinmolekiile zu identi- 
fizieren sind. Stellt man sich die verzweigten Starkemolekiile als aus 
einer schraubenférmig gewickelten Hauptkette mit Seitenketten be- 
stehend vor, so wire anzunehmen, da die Dextrinogenamylase die 
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Hauptkette in Primardextrine mit je 6 Glucoseresten zerlegt. Solche 
Windungen der Hauptkette, die eine Seitenkette tragen, behalten die 
Seitenkette und geben also Dextrine, die 6 -+- 20 Glucosereste enthalten 
(vorausgesetzt, dal die Seitenketten je 20 Glucosereste aufweisen). 
Die Fraktionierung der durch Dextrincgenamylase primar gebildeten 
Dextrine (vgl. IX. Mitteilung) zeigt, da das Enzym die Ketten der 
Starkemolekiile gar nicht ,,wahllos‘* zerschlagt, sondern nur ganz be 
stimmte Bindungen angreift, so daB aus der Hauptkette Hexaosen 
entstehen. Schwieriger ist, wie erwihnt, zu verstehen, warum nicht 
auch die Seitenketten in Hexaosen zerlegt werden. 
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Zur Frage des Vorkommens von d-Peptidasen. 
IV. Mitteilung: 
Die Anwendung der NH,-N-Bestimmung nach Van Slyke 
zum Naechweis im Serum '. 
Von 
H. Bayerle und G. Borger. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 16, November 1940.) 


In mehreren Mitteilungen haben wir unsere Ansicht und unsere 
Erfahrungen iiber das Problem des Vorkommens von d-Peptidasen im 
carcinomatésen Organismus dargelegt. Die Fragestellung war zunichst 
im Zusammenhang mit den F. Kéglschen Vorstellungen iiber das 
destruktive Wachstum gegeben. Spater konnten wir zu der bekannten, 
fast méchte man sagen alarmierenden, vorlaufigen Mitteilung von 
E. Waldschmidt-Leitz und K. Mayer? Stellung nehmen und kamen zu 
einer Ablehnung dieser Arbeit. Im Hinblick auf neuere Publikationen, 
in welchen von einer Bestdtigung Waldschmidt-Leitzscher Versuche die 
Rede ist, halten wir es fiir nétig, erneut darauf hinzuweisen, was von 
Waldschmidt-Leitz in der genannten vorlaufigen Mitteilung tatsachlich 
gezeigt und was behauptet oder abgeleitet wurde. Wir lesen in dieser 
Mitteilung auf S.IV unter anderem: ,.Ein grundsatzlich anderes Ver- 
halten‘* — als bei den iiblichen in der Natur vorkommenden Pepti- 
dasen — ,,findet man bei den Peptidasen im Serum Geschwulstkranker : 
Hier erfolgt die enzymatische Hydrolyse ohne sterische Auswahl, sie 
betrifft auch den d-Aminosaure enthaltenden Anteil des Racemates. 
Im Serum Geschwulstkranker finden sich also Peptidasen mit abgewandelter 
sterischer Spezifitat.’ Als Beleg fiir diesen Satz wurde von E. Wald- 
schmidt-Leitz und K. Mayer mitgeteilt, daB racemisches Leucyl-glycin 
durch Normalserum innerhalb 72 Stunden zu 50°,, durch Carcinom- 
serum aber zu 61°, innerhalb 120 Stunden sogar zu 76%, gespalten 
wird, daB racemisches Glutaminyl-glycin innerhalb 22 Stunden durch 
Normalserum zu 32% 
und 100° gespalten wird, daB schlieBlich d, 1-Glutaminyl-glycin- 


und durch zwei verschiedene Ca-Seren zu 66%, 


1 1. Mitteilung: diese Zeitschr. 304, 259, 1940; 2. Mitteilung: Zeitschr. 
f. Krebsforsch. 50, 220, 1940; 3. Mitteilung: Zeitschr. f. physiol. Chem. 264, 
189, 1940. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 262, IV, 1939. 
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athylester durch Normalserum innerhalb 22 Stunden zu 50°, durc! 
zwei bzw. fiinf verschiedene Ca-Seren aber zu 81, 83, 90, 74, 102° 
gespalten wird. Gegen diese Ergebnisse wandten wir uns 1. weil si: 
unseren Erfahrungen entgegenstanden, 2. weil der Eindruck eine: 
Bestimmtheit und Allgemeingiiltigkeit, z. B. im Sinne einer Ca-Diagnos: 
entstehen muBte!, und 3. weil uns das Problem zu wichtig schien, als 
da es in Form einer knappen vorlaufigen Mitteilung behandelt werden 
kénnte. An einem ausgedehnten Versuchsmaterial konnten wir zeigen 
dab von ganz geringen Ausnahmen abgesehen — nach der Wald 
schmidt-Leitzschen Versuchsanordnung eine d-Peptidase im mensch- 
lichen Ca-Serum, und zwar spezifisch fiir dieses nicht nachzuweisen ist 
Wir befanden uns dabei mit unseren Versuchen in prinzipieller Uber 
einstimmung mit anderen Autoren. So haben H. v. Euler und B. Skar- 
-ynski2 fiir Seren von Jensen-Sarkomratten und fiir Seren von Brown- 
Pearce-Tumorkaninchen dasselbe gezeigt, dais namlich racemisches 
Peptid (d,1l-Alanyl-glycin) vollsténdig symmetrisch, d. h. nur der 
|-Anteil des Peptids gespalten wird. Bei der Anwendung von mensch 
lichen Seren konnten diese Autoren zwar eine Spaltung tiber 50°. 
beobachten, aber von einer RegelmaBigkeit oder von einer Spezifitat 
fiir den malignen Tumor konnte dabei keine Rede sein. Nicht anders 
ist ein Ergebnis von H. Herken und H. Eraleben3. Nur in einem einzigen 
Fall und bei Anwendung einer extrem langen Versuchszeit konnte eine 
Spaltung des racemischen Peptids erhalten werden, ,,die die Grenze 
von 50° zweifelsfrei iibertraf. Wir stellen damit fest, daB durch drei 
verschiedene Arbeiten unabhangig voneinander die Waldschmidt 
Leitzschen Ergebnisse widerlegt wurden. Unsere Forderung, zur Ent 
scheidung von Fragen nach der Existenz von d-Peptidasen reine 
d-Peptide als Substrat anzuwenden, bestand damit zu Recht. 


‘Uber diese Frage sind inzwischen eine Reihe wichtiger Arbeiten 
publiziert worden. E. Abderhalden und G. Caesar* haben als erste 
und zwar schon zu einer Zeit, als BE. Waldschmidt-Leitz und K. Maye 
ihre Versuche mit racemischen Peptiden publizierten — festgestellt. 
dai 2 d-Dipeptide (Glycyl-d-isoleucin und Glycyl-d-norleucin) durch 
Ca-Serum nicht gespalten werden und neuerdings konnten F£. und 
R. Abderhalden® in einer sehr ausfiihrlichen und griindlichen Weis« 
und an ausgedehntem Peptidmaterial zeigen, da auch andere d-Di 
peptide durch Ca-Serum unspaltbar sind. d-Tripeptide wurden dagege! 
velegentlich (in 25°, der untersuchten Falle) durch Ca-Seren gespalten 


| Waldschmidt-Leitz meldete seine Untersuchung als Patent an. 


2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 265, 133, 1940. — * Ebenda 264, 251, 1940 
— * Fermentforsch. 16, 299, 1940. 5 Zeitschr. f. physiol. Chem. 265, 


253, 


1940, 
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Normalserum erwies sich im allgemeinen (eine Ausnahme von 49 Fallen) 
als unfahig, d-Tripeptide zu spalten. Gegensatzlich zu dieser Ahder- 
haldenschen Arbeit erscheint uns der zitierte Beitrag von H. v. Euler 
und B. Skarzynski zam Problem der d-Peptidspaltung. H. v. Euler und 
B. Skarzynski fanden namlich, daB ein d-Dipeptid (d-Leucyl-glvcin) 
nicht unspaltbar ist. Aber ganz abgesehen von dieser Gegensatzlichkeit 
zum Abderhaldenschen Ergebnis und, wie wir unten zeigen, auch zu 
unserem Ergebnis, kann die zitierte Arbeit von H. v. Euler und B. Skar- 
zynski nur bedingt fiir die zentrale Fragestellung, d.i. die Spezifitét 
der d-Peptidspaltung fiir das Carcinomserum herangezogen werden. Es 
darf nicht vergessen werden, daB in erster Linie nicht die Frage nach 
der Existenz einer d-Peptidase an sich das Interesse erregte, sondern 
die Frage, ob im Ca-Serum unterschiedlich zum normalen Serum eine 
d-Peptidase vorhanden ist. Sieht man unter diesem Gesichtspunkt die 
Arbeit von H.v. Euler und B. Skarzynski, zieht man ferner zur Beur- 
teilung einen Satz von H.v. Euler heran! und _ beriicksichtigt man 
auBerdem, dai gleichfalis nach H.v. Euler und Skarzynski (siehe 
S. 143, 1. c.) — eine Spaltung von -- 10% nur mit auBerstem Vorbehalt 
bewertet werden mu, so ist zu bemerken, daB eigentlich ein recht 
geringer Unterschied zwischen Normalserum und Ca-Serum_ besteht 
(siehe Tabellen auf S. 144 und 145 der zitierten Arbeit). Von zehn 
menschlichen Ca-Seren spalteten innerhalb 72 Stunden das zugesetzte 
d-Leucyl-glycin nur fiinf iiber bzw. zu etwa 10%: genau so verhielten 
sich auch die normalen Seren: von zehn spalteten fiinf das d-Peptid 
iiber 10%. 


Einer anderen Arbeit derselben Autoren? ist folgender bedeut- 
same Satz zu entnehmen: ,,Jedenfalls kann man den Ursprung des 
betreffenden Enzyms nicht im Tumorgewebe erblicken; eher diirfte 
man die Fahigkeit zur Spaltung der d-Dipeptide als eine Reaktion 
des ganzen Organismus betrachten, die nicht unbedingt mit dem Vor- 
kommen des Tumors verkniipft sein mu und die hei der Tumor- 
krankheit fehlen kann.* 


Auch H. Herken und H. Eraleben haben in ihrer schon oben e1 
wahnten Mitteilung die Spaltung von d-Leucyl-glycyl-glycin untersucht 
Sie fanden eine geringfiigige, allerdings spezifische Spaltung des d-Tri- 
peptids durch das Ca-Serum. 


! Die zu Beginn der Reaktion anwesende d-Peptidasemenge beurteilen 
wir nur nach denjenigen Fallen, in welchen eine deutliche Spaltung sich 
schon nach kiizeren Versuchsperioden geltend gemacht.** (S. 146, 1. ¢.) 

2 B. Skarzynski u. H. v. Euler, Arkiv for Kemi, Min. 0. Geologie, Bd. 14 bh. 
Nr. 11, 8. 4. 
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Unsere eigenen Versuche zu diesem Thema, die im April dieses 
Jahres im Druck erschienen!, sind von Waldschmidt-Leitz abgelehnt 
worden? mit der Begriindung, es waren uns methodische Bestimmungs 
fehler, bedingt durch ungleichmaBiges Erfassen der SerumeiweiBkérpe1 
unterlaufen, was durch itiberwiegend negative Titrationswerte er 
wiesen sei. 


Dazu war in zweifacher Weise Stellung zu nehmen: 


1. hatten wir durch eine andere Bestimmungsmethode, z. B. 
NH,-N-Bestimmung nach Van Slyke, unsere Ergebnisse zu_ tiber 
priifen, 

2. hatten wir irgendeinen Hinweis zu bringen, ob die negativen 
Titrationswerte nicht auch anders gedeutet werden kénnen als durch 
das ,,ungleichmaBige Erfassen der SerumeiweiBkérper bei det 
Titration*. 

Wir haben nochmal eine gréBere Anzahl von Ca-Seren auf ihre 
Fahigkeit, zwei optisch einheitliche d-Peptide, namlich d-Leucyl-glycin 
und d-Leucyl-glyeyl-glycin spalten zu kénnen, gepriift, und zwar mit 
Hilfe der Van Slykeschen Bestimmungsmethode. Unsere neuen Er- 
gebnisse decken sich im wesentlichen mit unseren friiheren und mit 
den oben zitierten von EF. und R. Abderhalden, d.h. wir fanden, dali 
d-Leucyl-glycin unspaltbar ist (siehe Tabelle I[]) und da in der Tat 
Ca-Serum ein d-Tripeptid zu spalten vermag, aber nur gelegentlich und 
sehr unregelmaBig. Was unsere Versuche von denen von £. und R. Abder- 
halden unterscheidet, ist aber die Tatsache, daB bei den Nicht-Ca-Seren 
prozentuell viel haufiger eine d-Tripeptidspaltung festgestellt werden 
kann. Waren es bei Abderhalden von 41 Ca-Fallen 9, welche d-Peptid 
spalteten, so bei uns von 12 Fallen 5; unter 49 von EF. R. Abder- 
halden untersuchten Normalfallen spaltete nur einer das d-Tripeptid, 
bei uns hatten von 14 Fallen 8 diese Eigenschaft (siehe Tabellen | 
und II). 


Die Behauptung von Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern, es seien 
inder Arbeit H. Bayerle und F. H. Podloucky methodische Bestimmungs- 
fehler durch ungleichmaBiges Erfassen der ausfallenden Eiweil}- 
kérper — unterlaufen, ist solange hinfallig, als nicht durch einige 
Versuchszahlen ein genauer Hinweis auf die Art des Bestimmungs- 
fehlers gemacht wird. Ein gleichmaBiges Arbeiten ist ja wohl bei allen 
Methoden erstes Erfordernis und Selbstverstandlichkeit. Wir haben 
jedenfalls an einer Unzahl von Versuchen die Zuverlissigkeit der Methode 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 264, 189, 1940. — ? Ebenda 264, 196. 
1940, 
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erproben kénnen. Wieso die SerumeiweiBkérper bei im iibrigen gleich- 
bleibender Titrationsausfiihrung ungleichmaBig ausfallen und ungleich- 
maBig erfaBt werden kénnen, ist unverstandlich. Im iibrigen weisen wir 
darauf hin, daB auch H.v. Kuler und B. Skarzynski1 und FE. und 
R. Abderhalden? den Effekt des Riickganges der Aciditatswerte, wenn 
auch in geringfiigigem Ausma, beobachtet haben. Es scheint uns, als 
ob die Aciditatsriickgange denn doch eher in der Natur der Sache 
begriindet seien als in einem pers6nlichen Fehler. 


Die Titrationsmethodik braucht in diesem Zusammenhang kaum 
ausfiihrlich erértert zu werden. Die Titrationen erfolgten, wie bekannt, 
im alkoholischen Medium, die Analysenprobe wird unter Zusatz von 
Thymolphthalein oder Phenolphthalein titriert, dann wird die 20fache 
Menge heiBen Alkohols zugegeben und zu Ende titriert. Wir haben 
auch kalt titriert und sind bei sonst gleichbleibenden Versuchsbedingun- 
gen zu demselben Resultat gekommen. Der Riickgang des Alkali- 
verbrauchs ist wohl durch die Anwendung extrem langer Versuchs- 
zeiten (72 Stunden und 120 Stunden ist fiir einen Enzymversuch eine 
lange Zeit!) und groBer Serummengen bedingt. Hatten wir aber mit 
kiirzeren Zeiten gearbeitet und mit geringeren Serummengen, so hatte 
man uns sicherlich den Einwand gebracht, daB die d-Peptidase nicht 
Gelegenheit hatte in Funktion zu treten. Es ist erstaunlich, daB bei 
Waldschmidi-Leitz das d,1|-Glutaminyl-glycin und dessen Athylester 
die nach Waldschmidt-Leitz schwer spaltbar sind, innerhalb 22 Stunden 
zu 70—100% gespalten wurden, wahrend das d, |-Leucyl-glycin, das 
doch im allgemeinen als leicht spaltbares Peptid gilt, zur selben Zeit 
noch nicht einmal zu 30°, gespalten wurde. Wir haben gesehen, dah 
die Aciditatsriickginge reproduzierbare Erscheinungen sein kénnen, 
daB ein Riickgang des Laugenverbrauchs, der auBerhalb der Fehler- 
grenze liegt, haufig nicht immer sich auch in einem Riickgang 
des Aminostickstoffs, gemessen nach Van Slyke, bemerkbar machen 
kann. Wenn schon der Riickgang der Aciditat durch ,,ungleichmabiges 
Erfassen der SerumeiweiBkérper bedingt sein soll, dann kann man 
ebensogut behaupten, daB auch gelegentlich eine Aciditatszwnahnu 
durch ungleichmaBiges Erfassen der SerumeiweiBkérper erklart und 
somit eine Peptidspaltung vorgetaéuscht werden kann. Man kann 
um eine Beobachtung iiber dieses Problem, das wir derzeit bearbeiten, 
vorweg zu nehmen einen Riickgang des Aciditatswertes hervorrufen, 


1 Siehe S. 142 der zitierten Arbeit, 3. Absatz: ,,.In manchen Fallen ver- 
anderten sich in den Blindproben wiihrend der Versuchszeit die Aciditats- 
werte merklich im Sinne einer Zunahme, selten einer Abnahme.. 

* Siehe S. 264 der zitierten Arbeit, 1. Absatz. 
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168 H. Bayerle u. G. Borger: 





indem man das Serum wahrend des 72stiindigen Stehens im Thern 

staten Ofters griindlich durchschiittelt oder indem man Glykok 

zufiigt und ebenfalls schiittelt. Ein Beispiel fiir einen solchen Versuc! 
findet sich in der vorstehenden Tabelle IV. 


Kiirzlich erschien ein zweiter interessanter Beitrag von H.v. Bul: 
zum Problem der d-Peptidasen!; danach |aBt sich in einem normale 
Serum durch Ultraviolettbestrahlung eine d-Dipeptidase hervorrufe: 
Diese Beobachtung wirft ein neues Licht auf den Wert der therapeutisch 
angewandten Bestrahlung der Carcinome. Man kénnte sich ja denken 
da durch Bestrahlung ein d-Ferment induziert wird, das nun seiner 
seits, da es auf die von F. Kégl postulierten, d-Bausteine enthaltenden 
Proteine der malignen Tumoren eingestellt ware, im Sinne eines Abbaucs 
taitig werden kénnte. Es bleibt allerdings iibrig, auch fiir diesen Fa|| 
die Reproduzierbarkeit zu zeigen und die Allgemeingiiltigkeit zu be- 
weisen. Seren von Jensen-Sarkomratten und von Brown-Peare: 
Tumorkaninchen erwiesen sich, wie auBerdem in der zitierten Arbei 
mitgeteilt wurde, als unfahig, d-Leucyl-glycin zu spalten. Normal: 
Milz spaltete dieses d-Peptid zu 10%. Dieser Befund wurde mit der 
Sonderstellung der Milz, nicht von Metastasen befallen zu werden, in 
Verbindung gebracht. Es ist aber zu betonen, dafi die Milz zwar selten 
aber doch immerhin von Metastasen befallen werden kann. Es ist 
bedauerlich, daB nicht gleichzeitig auch Rattenlebern oder Muskulatur 
auf d-Peptidspaltung untersucht wurden; denn Muskulatur ist ja 
mindestens ebenso resistent gegen Tumoren als die Milz. 


Nach unseren eigenen Versuchen lassen sich tibrigens d-Peptidasen 
durch Strahlungen, Ultraviolett- und Réntgenstrahlungen, nicht hervor 
rufen, Allerdings haben wir diese Frage nur mit dem Tripeptid studiert 
Als Beispiel geben wir den Versuch auf Tabelle V. 


Zusammenfassung. 


Es wurde gepriift, ob bei Anwendung der gasvolumetrischen 
N H.- N-Bestimmungsmethode nach Van Slyke und bei Verwendung von 
d-Leucyl-glycin und d-Leucyl-glycy!-glycin als Substrat in Carcinom. 
und Nicht-Carcinomseren d-Peptidasen aufgefunden werden kénnen 
Dabei wurde gefunden (in Ubereinstimmung mit Z. und R. Abderhald:: 
und mit den eigenen, durch Titrationsmethoden friither gewonnenen 
Ergebnissen), dafS von keinem der untersuchten Seren eine Spaltung 
des d-Dipeptids erfolgte. Dagegen konnte entgegen unseren friiheren 
Ergebnissen in der Tat eine Spaltung des d-Tripeptids beobachtc' 
werden. Diese Spaltung ist aber niemals regelmaBig und fiir das Care 


! Deutsch. med. Wochenschr. 1940, Nr. 39, S. 1078. 
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nom nicht spezifisch. Auch Normalseren kénnen (in einer gewissen 
Zahl von Fallen) dieselbe Eigenschaft zur d-Peptidspaltung besitzen. 
Kine Ca-Diagnose ist damit auf diesem Wege zunachst nicht erreichbar. 
Durch eine gréBere Anzahl von Versuchen wird zu entscheiden sein. 
aus welchem Grunde gelegentlich in einem Serum eine d-Peptidase - 
eigenschaft anzutreffen ist. 


Dem Réntgeninstitut der Chirurgischen Universitatsklinik (Leiter : 


Oberarzt Dr. Kohler) danken wir fiir die mannigfache Unterstiitzung 
unserer Arbeit. 


j 
| 
| 
| 























Zusammensetzung, Spaltung und Resynthese 
der Carboxylase. 
Kurze Mitteilung. 
Von 
Fritz Kubowitz und Wilhelm Liittgens. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 14. November 1940.) 


Ernst Auhagen! fand, da8 Trockenhefe beim Waschen mit alkali 
scher Phosphatlésung die Fahigkeit verliert, Brenztraubensiiur 
carboxylatisch zu spalten; daB aber die carboxylatische Wirkung wiede: 
auftritt, wenn man ausgewaschene Trockenhefe und Waschfliissigkeit 
zusammengibt. Den wirksamen Bestandteil der Waschfliissigkeit, der 
sich als dialysierbar erwies, nannte Auhagen ,,Co-Carboxylase. Auhagen 
fand weiterhin, daB die Wirkung der Co-Carboxylase durch Magnesium 
salze verstarkt wird. 

Lohmann und Schuster? isolierten die Co-Carboxylase und zeigten 
daB sie Aneurin-Diphosphat ist. Weitjlard und Tauber’ synthetisierten 
die Co-Carboxylase durch Vereinigung von Aneurin und Pyrophosphor 
saure. 

Wir haben auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg versucht, dic 
Beziehungen zwischen der Co-Carboxylase und dem Ferment Carboxylase 
aufzuklaren, wozu es notwendig war, das Ferment Carboxylase zu 
isolieren. Unser Ergebnis ist, daB die Carboxylase ein konjugiertes 
Protein ist, das aus drei Komponenten besteht: Protein, Aneurin 
diphosphat und Magnesium. Das wirksamste Fermentpraparat, das 
wir, bisher gewonnen haben, enthielt 1 Grammatom Magnesium und 
1 Grammolekiil Aneurindiphosphat auf etwa 75000 g Protein. Dies ist 
nahezu das Verhialtnis, in dem nach Theorell4 Alloxazin und Protein 
in dem gelben Ferment vereinigt sind. 

Bei schwach saurer Reaktion (px 5 bis 6) sind die drei Komponenten 
des Ferments so fest miteinander verbunden, daB das Ferment bei (°C 
tagelang dialysiert werden kann, ohne daB Spaltung und ohne dal 
Wirkungsverlust eintritt. Die AuBenfliissigkeit war dabei eine Lésung 
von 18% Alkohol in Wasser. Das dialysierte Ferment wird in seine! 
Wirkung weder durch Magnesium noch dureh Aneurindiphosphat 
verstarkt. 

' Ernst Auhagen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 149, 1931; 209, 20, 
1932. — 2 K. Lohmann u. Ph. Schuster, diese Zeitschr. 294, 188, 1937. 
> John Weijlard u. Henry Tauber, J. Amer. Chem. Soc. 60, 2263, 1938. 

' H. Theorell, Ergebn. d. Enzymforsch. 6, 111, 1937. 
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Spaltung des Ferments in seine Komponenten tritt ein, wenn may 
das Ferment bei 6° mit Phosphatpuffer von px 8,1, dem zweckmaBiger- 
weise etwas Glykokoll zum Schutz gegen Schwermetallvergiftuny 
zugesetzt ist, etwa eine halbe Stunde stehen laBt. Zunachst schien es, 
daf}{ diese Spaltung ein irreversibler Vorgang sei. Denn bringt man das 
Ferment zur Priifung seiner Wirkung in schwach saure Lésung zuriick, 
so findet man keine carboxylatische Wirkung. 

Trotzdem ist das Protein des Ferments bei der Behandlung mit 
alkalischer Phosphatlésung nicht denaturiert worden. Durch Zusatz 


von Ammonsulfat haben wir das Protein aus der alkalischen Phosphat- 


lésung niedergeschlagen, wobei Aneurindiphosphat und Magnesium in 
Lésung blieben. Der Niederschlag wurde in m/50 Phosphatlésung von 
pu 6,2 gelést, die Lésung wurde gegen m/50 Pyrophosphatlésung von 
pu 6,2 waihrend 36 Stunden bei 0° dialysiert. 

Das so gewonnene Protein war ohne Wirkung auf Brenztrauben- 
siure. Dagegen entstand das Ferment Carboxylase — und zwar beziig- 
lich des Proteins in 85 °% Wirksamkeit --, wenn zu dem _ Protein 
Aneurindiphosphat und Magnesiumsalz hinzugefiigt wurde. 

Bei dieser Resynthese des Ferments aus seinen drei Komponenten 
ist es bemerkenswert, dai Aneurindiphosphat und Magnesiumsalz in 
Mengen, wie sie vor der Spaltung mit dem Protein verbunden waren. 
nicht gentigen; sondern man mu, um die Verbindung der drei Kom. 
ponenten wiederherzustellen, Aneurindiphosphat und Magnesium im 
Uberschu8 zu dem Protein zusetzen. Dies erklirt, warum_ beim 
Ansaiuern nach der alkalischen Spaltung die Wirkung des Ferments 
nicht zuriickkehrt, obwohl doch die Fliissigkeit alle drei Komponenten 
des Ferments enthalt. 


Anmerkung am 14. 1, 1941. Nachdem diese Notiz gedruckt war, 
haben wir einen Brief von Green, Herbert und Subrahmanyan an den 
Herausgeber des Journ. Biol. Chem. (135, 795, 1940) gesehen, in dem mit- 
geteilt wird, daB die Carboxylase ein Diphospho-Aneurin-Magnesium- 
Proteid ist. Wir hatten daraufhin unsere Notiz zuriickgezogen, wenn dic 
genannten Autoren nicht 5 Atome Magnesium pro Molekiil Aneurin gé 
funden hatten, wahrend wir | Atom Magnesium pro Molekiil Aneurin im 
der Carboxylase finden. 





